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„[…] Es handelt sich um eine Klaffwun de an seinem Kopf, die bis zum 
Knochen reicht und seinen Schädel spaltet,  er blutet aus seinen beiden 
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seines Nackens, es ist eine Erkrankung, mit der ich kämpfen werde.“  
 
 
 
 
 
Zitat aus dem Papyrus Edwin Smith (Fall 4)57 
 
Zusammenfassung 
 
1 
Zusammenfassung 
 
Fragestellung: Das Schädelhirntrauma (SHT) ist weltweit eine Hauptursache für Morbidität und 
Mortalität. In Deutschland wird bei 34,5 % aller Patienten mit schwerem SHT eine ungünstige 
Prognose, d.h. Tod oder ein Status vegetativus, beobachtet. Das Gehirn ist in der Lage, sich 
durch die Proliferation und Differenzierung endogener Progenitoren selbst zu regenerieren, 
sofern das molekulare Mikromilieu geeignete Vorraussetzungen bietet. Der Pigment Epithelium-
derived Factor (PEDF) ist ein potenter antiangiogener und Tumor-differenzierender Faktor, der 
zugleich neuroprotektive und neuronal differenzierende Eigenschaften aufweist. Bisher wurden 
die neurotrophen Effekte von PEDF vornehmlich an in vitro-Experimenten nachgewiesen. Die 
vorliegende Studie hat zum Ziel, die Bioeffekte von PEDF auf die neuronalen Stammzellen der 
subventrikulären Zone (SVZ) und der subgranulären Zone (SGZ) des Gyrus dentatus (DG) des 
Hippocampus (HC) an Tieren zu untersuchen, die einem experimentellen SHT unterzogen 
worden sind. Weiter ist von Interesse, ob PEDF Einfluss auf die Größe und Zellproliferation des 
Läsionsareals nimmt. 
 
Material und Methodik: Als Versuchstiere dienten 35 männliche Fischer-Ratten mit einem 
Körpergewicht (KG) von 240-270 g. 30 Ratten wurden einer kontrollierten kortikalen Kontusion 
(CCII) unterzogen, weitere 5 Tiere (iCON) wurden ohne Trauma oder spezielle Behandlung als 
Kontrollgruppe eingesetzt. Die Behandlungs-Kontrollgruppe (Lx; n = 9) wurde kontusioniert, 
erfuhr jedoch keine zusätzliche Behandlung. Den übrigen Tieren wurde während einer 
Versuchsphase von 8 Tagen über eine miniosmotische Pumpe intraventrikulär PEDF infundiert, 
entweder in der Konzentration (Konz.) von 5 µg/ml (PEDF 5; n = 7) oder von 10 µg/ml 
(PEDF 10; n = 8). Den Kontrolltieren (aCSF; n = 6) wurde artifizieller zerebrospinaler Liquor als 
Vehikel infundiert. Zur Analyse der DNA-Synthese wurde allen Versuchstieren vom 
Versuchsbeginn am Tag 1 an (CCII; Pumpenimplantation) täglich 5’-Bromo-2’-Deoxyuridin 
(BrdU) (50 mg/kg KG) injiziert. Nach 8 Tagen wurde die Versuchsreihe durch transkardiale 
Perfusion beendet, und die Gehirne wurden zur histologischen Untersuchung aufbereitet. Die 
Ausdehnung des Läsionsareals wurde mit einer Kresylviolett (CV)-Färbung dargestellt und 
anschließend durch die immunhistochemische Anfärbung mit den Markern BrdU und ED1 
untersucht. Die Analyse der Stammzell-Proliferation erfolgte immunhistochemisch mit BrdU und 
Doublecortin (DCX); ED1 diente der Darstellung inflammatorischer Reaktionen, BrdU 
detektierte stattgehabte DNA-Synthese und DCX frühe neuronale Vorläuferzellen. 
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Ergebnisse: Die Ausdehnung des Kontusionsareals war in allen Behandlungsgruppen nahezu 
identisch. PEDF-behandelte Tiere wiesen keine Zeichen der Toxizität auf. Auch das Ausmaß der 
inflammatorischen Reaktion zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
Behandlungsgruppen. Allerdings wurden nach Behandlung mit PEDF dosisabhängig vermehrt 
BrdU-gelabelte Zellen in der SVZ nachgewiesen. Der Nachweis der Signifikanz und der Beweis, ob 
es sich bei den BrdU-positiven proliferierenden Zellen möglicherweise um sich aktiv teilende 
Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP)-positive Typ B-Stammzellen handeln könnte, bleibt 
weiterführend durch eine Doppelfärbung GFAP/BrdU zu erbringen. 
 
Schlussfolgerung: Es fanden sich keinerlei Anzeichen für eine toxische Schädigung der PEDF-
behandelten Tiere, was für eine gute Verträglichkeit der Methodik per se und somit für die 
potentielle Option einer klinischen Anwendbarkeit spricht. Wenngleich die Ausdehnung des 
Läsionsareals nach CCII nicht positiv beeinflusst wurde, lassen die vorliegenden Daten vermuten, 
dass die Infusion von PEDF eine proliferationsfördernde Wirkung auf die neuronalen 
Stammzellen der SVZ hat. Dies könnte letztlich eine gesteigerte Neurogenese nach SHT 
induzieren. 
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I. EINFÜHRUNG 
 
 
I.1 SCHÄDEL-HIRN-TRAUMA (SHT) 
Das menschliche Gehirn ist in vielerlei Hinsicht ein Organ unvergleichlicher Komplexität, 
struktureller Organisation, aber auch Vulnerabilität. Die neuroanatomische und 
neurophysiologische Feinabstimmung des Nervensystems ist unabdingbare 
Grundvoraussetzungen für die ebenso facettenreichen wie komplizierten Hirnleistungen und –
funktionen432. Nach Schädigung sind die Kompensationsmöglichkeiten durch zelluläre 
Regeneration im zentralen Nervensystem (ZNS) stark limitiert. Entsprechend verheerende 
Auswirkung zeigen „Störungen“ dieser anatomischen Einheit, wie sie das SHT in einer 
umfassenderen Dimension als jede andere zerebrale Pathologie zeigt. 
Kaum ein anderes Gebiet der Neurowissenschaften greift in der Forschung auf eine so alte und 
medizinisch erkenntnisreiche Historie zurück wie die Neurotraumatologie. Bereits an 
prähistorischen Funden wurden Verletzungen des Schädels festgestellt, und schon seit 
vorchristlicher Zeit aus Ägypten sind ausführliche Berichte und Empfehlungen zur Behandlung139 
überliefert. Als eine Quelle von außerordentlicher Bedeutung erweist sich das altägyptische 
Papyrus Edwin Smith, auch als „Wundenbuch“ bezeichnet. Dieses medizinische Dokument, 
eines der ältesten und viel interpretierten Schriftstücke über medizinische Heilverfahren, wurde 
1862 in Theben entdeckt und geht vermutlich auf das Ende der zwölften Dynastie in Ägypten 
zurück. Gegliedert in 48 chirurgische Fallbeispiele werden u.a. Krankheitsentitäten des Viszero- 
(Fälle 10 – 27) und Neurokraniums (Fälle 1 - 8) bis hin zu Schädelhirnverletzungen mit 
offenliegendem Hirn präzise geschildert, diagnostisch eingeordnet und deduktiv einer Therapie 
und Prognose zugeführt. Das empirische Vorgehen zeugt von der Modernität und 
Wissenschaftlichkeit des Textes im heutigen Sinne57. 
Trotz der gegenwärtig intensiv beforschten und in ihren Grundzügen mäßig bis gut verstandenen 
neuro- und histopathologischen Prozesse bei Status post SHT und trotz des in Deutschland 
mittlerweile hohen Versorgungsstandards durch die Rettungs-, Notfall-, Intensiv- und auch 
Rehabilitationsmedizin sind noch keine Therapieoptionen wie z.B. potente neuroprotektive 
Medikamente gefunden, welche das klinische Outcome schädelhirntraumatisierter Patienten 
nachweislich entscheidend verbessern könnten202. Daher sind insbesondere in der Neurochirurgie 
die Hoffnungen groß, durch die Entwicklung neuroregenerativer Therapiemethoden Areale des 
menschlichen Gehirns nach Schädigungen durch Traumata oder neurodegenerative 
Erkrankungen wiederherzustellen und so neuronale Dysfunktionen zu kompensieren. Auf diesem 
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weiten Feld bisher nur palliativ behandelbarer klinischer Symptome steht – neben 
neurodegenerativen (z.B. M. Alzheimer und M. Parkinson), zerebrovaskulären (z.B. Schlaganfall 
und Ischämie), psychiatrischen (z.B. Depression und Schizophrenie) und entwicklungsbedingten 
Erkrankungen des Gehirns7,62 - in der Gegenwart gerade das SHT mehr denn je im Fokus 
intensiver neurowissenschaftlicher Forschung161. 
 
I.1.1 DEFINITION UND KLASSIFIKATION 
Das SHT bezeichnet im Unterschied zu reinen Schädelfrakturen oder Kopfplatzwunden jede 
durch äußere Gewalteinwirkung entstandene Hirnfunktionsstörung  mit oder ohne 
morphologisch fassbarem Korrelat. In Abhängigkeit vom Schweregrad kann das SHT mit einer 
strukturellen Verletzung des Gehirns und seiner Hüllen einschließlich des Schädels und der 
Kopfschwarte assoziiert sein. Differenziert wird zwischen dem geschlossenen und dem 
offenen SHT, wobei bei letzterem eine Zerreißung der Liquor-umhüllenden Dura mater 
vorliegt. Das offene SHT kann weiterhin unterteilt werden in eine direkte und eine indirekt 
offene Form. Bei dem direkt offenen SHT handelt es sich um eine durchgehende Verletzung von 
Kopfschwarte, Schädelknochen und Dura, d.h. es liegt eine direkte Kommunikation des intra- 
mit dem extrakraniellen Raum vor. Kommunizieren hingegen der intra- und extrakranielle Raum 
ausschließlich über die Eröffnung von Nebenhöhlen (z.B. bei frontobasaler Fraktur), so spricht 
man von einem indirekt offenen SHT370. 
Die Art und Dauer der neurologischen Störung bestimmen die Schwere eines SHT140,430. Nach 
der erlittenen Schwere der Gehirnschädigung wurden in der Zeit nach dem Zweiten Weltkrieg - 
und werden zum Teil noch heute – klinisch drei Grade unterschieden, die eine ihnen eigene 
Langzeitprognose erkennen lassen und klinisch klassifiziert werden können. Grad I bezeichnet 
ein SHT, das sich innerhalb von vier Tagen vollständig zurückbildet, ohne vegetative Störungen 
zu hinterlassen. SHTs vom Grad II bilden sich innerhalb von drei Wochen zurück, und ab Grad 
III persistieren die Störungen über die 3. Woche hinaus430. 
Glasgow-Komaskala. Die Klassifikation von SHTs erfolgt entsprechend der Leitlinien der 
Deutschen Gesellschaft für Neurologie102 nach der sog. Glasgow-Komaskala (Glasgow Coma 
Scale  (GCS)).  Die GCS hat sich international zur Feststellung der Schwere eines SHTs 
durchgesetzt und ist der gebräuchlichste und bekannteste Traumaindex. Teasdale und Jennett 
haben 1974 gemäß dieser Punkteskala erstmals eine klinische Abschätzung der 
Hirnfunktionsstörungen zum Untersuchungszeitpunkt gegeben. Es handelt sich um eine 
halbquantitative Skala, aus deren Verlauf Veränderungen des Wachbewusstseins rasch erfasst 
werden können. Zunächst beinhaltete die Skala eine Differenzierung in 3 bis 14 Punkte und 
wurde 1976 auf die aktuell gültigen 15 Punkte erweitert418. 
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In die Bewertung gehen die drei Grundfunktionen des Wachbewusstseins (Augenöffnen, 
sprachl iche und motorische Reaktion) ein. Der jeweilige klinische Parameter wird am 
traumatisierten Patienten untersucht und entsprechend bepunktet (s. Tab. 1), um das SHT 
graduell in eine leichte (13-15 Punkte), mittelschwere (9-12 Punkte) oder schwere Form (3-8 
Punkte) einteilen zu können. Die maximal erreichbare Punktzahl bei vollem Bewusstsein beträgt 
15 Punkte, während Tod oder tiefes Koma mit dem Minimalwert von 3 Punkten bewertet 
werden. 
Zur Beurteilung der Verletzungsschwere (nach kardiopulmonaler Stabilisierung, um das Ergebnis 
nicht durch Hypoxie oder Hypotonie zu verfälschen,) wird der schlechteste binnen 48 Stunden 
nach dem Trauma erreichte Koma-Score verwertet. Bei pflegebedürftigen, desorientierten 
Menschen ist die GCS nur eingeschränkt aussagekräftig. Ebenso beschränkt einsetzbar ist die 
GCS bei Kindern mit einem Alter < 36 Monate aufgrund der fehlenden verbalen 
Kommunikationsfähigkeit. Deshalb wurde für jüngere Kinder die Pediatric Glasgow Coma Scale 
entwickelt. 
Insgesamt erwies sich die Klassifizierung nach der GCS – auch in unterschiedlichen 
Untersuchungen – als zuverlässig reproduzierbar und von prognostischem Wert und hat sich als 
SHT-Klassifikationsmodell der Gegenwart bewährt. 
Punkte Augenöffnung (A) Verbale Kommunikation (V) Motorische Reaktion (M) 
6 Punkte - - auf Aufforderung 
5 Punkte - konversationsfähig, orientiert gezielte Schmerzabwehr 
4 Punkte spontan konversationsfähig, desorientiert ungezielte Schmerzabwehr 
3 Punkte auf Aufforderung unzusammenhängende Worte 
auf Schmerzreiz, Beugeabwehr 
(abnormale Beugung) 
2 Punkte auf Schmerzreiz unverständliche Laute 
auf Schmerzreiz, 
Strecksynergismen 
1 Punkt keine Reaktion keine verbale Reaktion keine Reaktion auf Schmerzreiz 
Tab. 1: Glasgow-Komaskala (nach Jennett und Teasdale, 1974418); Schweregrad: Leicht: 14-15 Punkte; Mittel: 9-13 Punkte; Schwer: 3-8 
Punkte; Maximalscore (A + V + M): 15 Punkte. 
 
Commotio, Contusio und Compressio cerebri. Vom 17. Jahrhundert bis zur Einführung der GCS 
erfolgte die SHT-Klassifikation nach einer dreistufigen Schweregradeinteilung, die sich an der 
Dauer der Bewusstlosigkeit, der Rückbildung der Symptome und den Spätfolgen orientiert. Diese 
graduelle Einteilung ist inzwischen veraltet, da sehr schematisch, und sei ob der Terminologie in 
älterer Literatur nur ergänzend erwähnt: das SHT 1. Grades  (Commotio cerebri , 
Gehirnerschütterung) ist als eine leichte, gedeckte Hirnverletzung ohne Bewusstlosigkeit bzw. 
mit Bewusstlosigkeit bis zu einer Stunde definiert. Als klinisches Korrelat finden sich in der Regel 
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lediglich eine retrograde Amnesie  und Nausea. Das SHT 2. Grades  (Contusio cerebri , 
Gehirnprellung) geht mit einer Bewusstlosigkeit bis 24 Stunden, das SHT 3.  Grades  
(Compressio cerebri , Gehirnquetschung) infolge einer Einklemmung des Gehirns mit einer 
Bewusstlosigkeit länger als 24 Stunden einher. Während die Spätfolgen der Contusio von der 
Lokalisation der Hirnschädigung determiniert werden, kennzeichnen den Z. n. Compressio 
quantitativ variable Bewusstseinseintrübungen bis hin zum lange andauernden Koma. 
Die fulminanteste Form einer quantitativen Bewusstseinsstörung stellt das Koma dar. Eine 
Definition des Terminus Koma wurde 1976 als „Brüsseler Komagrad“ vorgeschlagen, die 
besonders in der Notversorgung auch ohne Punkteskala praktikabel ist59,138. Andere gebräuchliche 
Skalen zur Erfassung der Verletzungsschwere sind in Tab. 2 ergänzend namentlich angeführt. 
Keine der etablierten Skalen erfasst allerdings die Komplexität von intrakraniellen Läsionen (wie 
Lokalisation und Zahl der Kontusionen und Art der intrakraniellen Blutungen u.a.). 
Abreviated Injury Scale (AIS) 
Erfassung der anatomischen Verletzungen nach SHT klinisch und mittels 
zerebraler Bildgebung (meist cCT) 
Revised Trauma Score (RTS) 
Quantifizierung der Traumaschwere unter Berücksichtigung der GCS, des 
systolischen Blutdrucks und der Atemfrequenz 
Injury Severity Score (ISS) 
Prognoseabschätzung durch Einteilung der Verletzungsschwere von sechs 
Körperarealen (Kopf-Hals, Thorax, Abdomen-Beckenorgane, Arme, 
Becken-Beine, Wirbelsäule) in jeweils 6 Grade 
Trauma Injury Severity Score (TRISS) 
Bestimmung der Letalitätswahrscheinlichkeit in % 
Tab. 2: Weitere Skalen zur Erfassung des SHT-Schweregrads. 
 
I.1.2 EPIDEMIOLOGISCHE RELEVANZ 
In Deutschland gehen Schätzungen von einer Inzidenz von 200 bis 300 Patienten mit 
intrakraniellen Verletzungen aller Schweregrade auf 100.000 Einwohner jährlich aus. Dies 
entspricht einer Fallzahl von etwa 230.000 stationären Aufnahmen pro Jahr. Weitere 
Hochrechnungen belegen für die Inzidenz des schweren SHT (GCS < 9) 16/100.000 Fälle in 
Deutschland36, was pro Jahr 12.700 Fällen entspricht. Davon versterben 7.700 Patienten und 
1.300 überleben mit lebenslanger, schwerer Behinderung36. Internationale84 und nationale Studien 
(Stat. Bundesamt Wiesbaden) mit altersbezogenen Daten zeigen einen Inzidenzgipfel für die 
Altersklasse 15 bis 25 Jahre von etwa 700 SHTs pro 100.000 Einwohner und Jahr. Zwei weitere 
Gipfel finden sich bei Kleinkindern (0 bis 1 Jahr) und bei älteren Menschen (> 75 Jahre). 
Betrachtet man die Geschlechterverteilung, sind Männer etwa zwei- bis dreimal häufiger von 
SHTs betroffen als Frauen84,196,278. Der Schweregrad der SHTs reicht von leichten 
Gehirnerschütterungen bis hin zu schwersten Schädelhirnverletzungen, wobei in 15-20 % der 
Fälle (34.500 bis 46.000) die Diagnose eines schweren SHT (GCS < 9) gestellt wird5. Die 
häufigsten Ursachen für SHTs sind Verkehrsunfälle (≥ 50 %) und, gehäuft bei älteren Menschen, 
Stürze (ca. 30 %). In mindestens 50 % der Fälle ist das SHT mit einem Polytrauma 
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vergesellschaftet, wodurch sich die Wahrscheinlichkeit daran zu versterben verdreifacht147. Das 
SHT ist in den industrialisierten Ländern weltweit bis zu einem Lebensalter von 45 Jahren die 
häufigste Ursache für Tod oder schwere Behinderung4,177,286. Internationale Analysen ergeben 
beim SHT Mortalitätsraten von 14 bis 30 pro 100.000 Einwohner und Jahr389. Eine 
Datenerhebung des Statistischen Bundesamtes von 1996 ergab die höchste Mortalität in der 
Altersgruppe der über 75jährigen (24 pro 100.000 Einwohner), wo sie das Dreifache der 
Mortalität im jungen Erwachsenenalter betrug. Bei Kindern und Jugendlichen wiederum liegt die 
Mortalität zwei- bis dreimal so hoch wie bei Erwachsenen403. 
Das SHT, seine Prävention und Therapie sind nicht nur in der Medizin und damit speziell in der 
Neurochirurgie von zentraler Bedeutung, sondern haben auch aus gesundheitsökonomischen und 
sozialintegrativen Aspekten erhebliche Konsequenzen. Zusätzlich zu den aus der Hirnverletzung 
resultierenden Belastungen für Patienten und Angehörige hat das Gesundheitssystem große 
sozialmedizinische Kosten zu tragen, die derzeit nicht abschätzbar sind. Bei dem Gros der 
Verunfallten handelt es sich primär um junge, vor dem Insult gesunde und aktive Menschen, die 
aus erwerbsfähigen Altersklassen stammen und deren Lebensperspektive sich plötzlich ändern 
kann. Einer amerikanischen Studie zufolge erholen sich nur ca. 7 % zufriedenstellend276. In den 
USA rechnet man jährlich mit 70.000 bis 90.000 Patienten, die nach einem SHT eine lebenslange 
Funktionsstörung behalten216. Allein in den Vereinigten Staaten von Amerika werden jährlich 
näherungsweise 20 Milliarden US $ für Therapie und Nachsorge ausgegeben236. Eine grobe 
Schätzung der „lebenslangen Kosten“ aller US-amerikanischen SHT-Patienten des Jahres 1985 
ergab immerhin eine Summe von 37,8 Milliarden $280. Das schwere SHT stellt damit eine ernste 
Herausforderung für das Gesundheitssystem im Speziellen und die Gesellschaft insgesamt dar, 
v.a. wenn man von einer weltweiten Zunahme traumabedingter Todesfälle von 5,1 auf 8,4 
Millionen/Jahr bis zum Jahr 2020 ausgeht299. 
 
 
I.1.3 PATHOGENESE UND MORPHOLOGISCHE EINTEILUNG 
Eine Vielzahl experimenteller und klinischer Analysen der Biomechanik intrakranieller 
Verletzungen sowie der posttraumatischen Gewebeschäden haben ein Grundverständnis für die 
Pathomechanismen des SHT geschaffen, wie beispielsweise den Einfluss auf Veränderungen im 
zerebralen Blutfluss (CBF) (Hypo- und Hyperperfusion), Beeinträchtigung der zerebrovaskulären 
Autoregulation, zerebrale metabolische Dysfunktion, Ödembildung und inadäquate zerebrale 
Oxygenierung. Darüber hinaus können exzitotoxischer Zellschaden und inflammatorische 
Prozesse zu Apoptose und nekrotischem Zelltod führen445. Dem zugrunde liegt eine 
komplizierte, noch nicht vollkommen verstandene Kaskade von Interaktionen, die im Moment 
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des Traumas initiiert wird und auf struktureller, funktioneller, zellulärer und molekularer Ebene 
abläuft. 
 
I.1.3.1 Fokaler vs. diffuser Hirnschaden 
Entsprechend der Art der Gewalteinwirkung auf den Kopf ist das SHT biomechanisch und 
neuropathologisch in zwei Grundmechanismen zu differenzieren. Bereits Genarelli (1982) 
unterschied – basierend auf den Arbeiten von Becker (1977) – diffuse von fokalen 
Hirnschädigungen. Der fokale Hirnschaden wie z.B. eine Kontusion, Risswunde oder/und 
intrakranielle Blutung ist auf eine Kontaktverletzung zurückzuführen und ist u. U. einer 
operativen Intervention zugänglich. Der diffuse Hirnschaden hingegen resultiert aus 
Verletzungen durch Akzelerations-/Dezelerationstraumata, manifestiert sich – ohne operativ 
behandelbare Raumforderung - generalisiert am Gehirn in Form von diffusem axonalen Schaden 
(DAI) oder Hirnschwellung und kann bei genügender Schwere zur sofortigen Bewusstlosigkeit 
des Patienten führen33,275,286,305. Neben dem tiefen initialen Koma ist das Verletzungsmuster des 
DAI durch Zeichen der Mittelhirnbeteiligung (Beuge- und Strecksynergismen), sowie 
computertomographisch durch punktförmige Blutungen (im Corpus callosum, Basalganglien und 
Hirnstamm, häufig verbunden mit subependymalen, ventrikelnahen oder intraventrikulären 
Blutungen) charakterisiert. Die Daten der Traumatic Coma Data Bank (TCDB) belegen den 
diffusen Hirnschaden als die häufigere Entität. 56 % der Patienten mit schwerem geschlossenem 
SHT hatten eine diffuse Schädigung, und 42 % wiesen eine fokale Massenläsion auf. Allerdings 
ist die Mortalitätsrate bei fokaler Läsion mit 39 % grundsätzlich höher als bei einer diffusen 
Verletzung (24 %). 
 
I.1.3.2 Primärer und sekundärer Hirnschaden 
Zwei hinsichtlich ihrer Pathomechanismen und ihrer zeitlichen Abfolge vollkommen 
unterschiedliche Komponenten bedingen die zuvor beschriebene hohe Mortalität und schlechte 
klinische Prognose des schweren SHT. Initial, d. h. zum Unfallzeitpunkt, manifestiert sich die 
direkte mechanische Schädel-Hirn-Verletzung in Form des sog. Primärschadens. Konsekutiv 
(Stunden bis Wochen nach dem Trauma) setzt sich eine multidimensionale Kaskade 
pathologischer Prozesse in Gang, die als sog. Sekundärschaden nicht-mechanischen 
Ursprungs klinisch verzögert in Erscheinung tritt. Letzterer führt als Folge der akuten Verletzung 
zu weiterem Verlust von Hirngewebe bzw. Nervenzellen. Diese Zwei-Phasen-Differenzierung ist 
nicht allein wissenschaftlich, sondern gerade klinisch hinsichtlich des therapeutischen Fensters 
von großer Bedeutung. Während sich die traumatische Primärläsion irreversibel und 
therapierefraktär zeigt, und ihr ausschließlich präventiv begegnet werden kann, ist die sekundäre 
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Hirnschädigung therapeutischen Interventionen zugänglich und damit wichtiger Gegenstand der 
Forschung nach (potentiellen) Therapieoptionen. 
 Primärinsult. Der zerebrale Primärschaden entsteht im Augenblick des Traumas als 
unmittelbare Folge der Gewalteinwirkung. Die primären Komplikationen sind abhängig von der 
Art, Richtung und Lokalisation der einwirkenden Gewalt. Beispiele hierfür sind die fokale 
Kontusionsnekrose (bei 60 – 100 % aller SHT-Opfer)13, der diffuse Axonschaden durch 
Dehnung und Zerreißung von Nervenfasern in der weißen Substanz12,337 oder die Verletzung von 
Hirngefäßen als spätere Ursache einer Blutung34,35. 
 Sekundärinsult. Ausgehend von der Primärläsion nach einem (fokalen) traumatischen 
Insult manifestiert sich der sekundäre Hirnschaden typischerweise in einer Vergrößerung der 
Parenchymnekrose127,232. 
Extrakraniel le Ursachen sind vornehmlich die Hypoxämie aufgrund einer respiratorischen 
Insuffizienz (z.B. infolge von Aspiration), und die arterielle Hypotension (z.B. im Rahmen eines 
hämorrhagischen Schocks)291,77,332. Beide können im geschädigten und daher vulnerablen 
Hirnparenchym eine zerebrale Ischämie induzieren und durch den neuronalen und astrozytären 
Adenosintriphosphat (ATP)-Verlust die Entstehung eines zytotoxischen Hirnödems begünstigen 
(Versagen der Natrium-Kalium (Na+/K+)-ATPase mit konsekutiver intrazellulärer Natrium- und 
Wasserakkumulation). 
Bedeutende intrakraniel le Ursachen des zerebralen Sekundärschadens bilden 
Raumforderungen, z.B. epi- und subdurale sowie intrazerebrale Blutungen117, oder die Genese 
bzw. Aggravation der posttraumatischen Hirnschwellung mit Ausbildung eines Hirnödems 
(zytotoxisches und/oder vasogenes Ödem)274 durch Freisetzung von Mediatorsubstanzen 
(exzitatorische Aminosäuren (Glutamat)129,325, freie Radikale179,250,286, Stickoxid297, 
Arachidonsäure433, proinflammatorische Substanzen (Zytokine)192, Calcium130) aus dem 
geschädigten Hirnparenchym bzw. den zerebralen Gefäßen35. Beide Mechanismen können zum 
Anstieg des intrakraniellen Drucks (ICP)  mit Abnahme des zerebralen Perfusionsdrucks (CPP) 
führen (s. Abb. 1) – eine direkte Folge ist die Ischämie und Herniation des geschwollenen 
Gehirns in den Tentoriumschlitz oder das Foramen occipitale magnum336,339. Nach heutigem 
Kenntnisstand wird vornehmlich die zerebrale Mangelperfusion für den sekundären Hirnschaden 
                                                   
 
 
Der ICP wird durch die drei Kompartimente im knöchernen Cranium bestimmt: Gehirn (88 %), Liquor (9 %) und Blut (3 – 5 %). Die 
Monr oe -Ke l l i e -Dokt r i n , formuliert von Burrows 1848, besagt, dass jede Volumenzunahme in einem dieser Kompartimente nur 
durch die Abnahme einer oder der beiden anderen Komponenten kompensiert werden kann. Im Gegensatz zu allen anderen 
menschlichen Organen ist der intrakranielle Reserveraum durch den knöchernen Schädel begrenzt, so dass auf eine Raumforderung 
schnell zunehmender Tendenz ein (ab einer gewissen Toleranzschwelle) exponentieller Hirndruckanstieg innerhalb der Schädelkalotte 
folgt. 
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nach Trauma verantwortlich gemacht. Neuropathologische Untersuchungen an Patienten, die 
durch ein schweres SHT gestorben sind, ergaben bei 88 bis 92 % sekundär ischämische bzw. 
hypoxische Veränderungen des Hirnparenchyms165,166. 
Weitere sekundäre Schädigungsfolgen sind Liquoraustritt nach Zerreißung der Dura mit 
Ausbildung einer Liquorfistel (meist im Bereich der Schädelbasis)270 und nachfolgender 
Enzephalitis durch eine Sekundärinfektion von Liquor51 und Hirnparenchym. Auch eine 
Verletzung der hirnversorgenden Gefäße (Thrombosen, Aneurysmata und Sinus cavernosus-
Fisteln)231,393 sowie seltener Epilepsien176 prägen das klinische Bild nach Sekundärinsult. Daneben 
spielen auch traumainduzierte neurochemische Veränderungen und Veränderungen in der 
Neurotransmission (z.B. pathologische Freisetzung und Aufnahme von Neurotransmittern oder 
Veränderungen in der prä- und postsynaptischen Rezeptorbindung) eine bedeutende Rolle für die 
Entstehung des Sekundärschadens284,286. Trotz mangelnder Kenntnis der zugrunde liegenden 
Mechanismen weiß man, dass die neurochemischen Veränderungen im Gehirn u.a. zu einer 
Störung der Ionenhomöostase (Verschiebung des intra-/extrazellulären Na+/K+-
Gleichgewichtes, Gewebeazidose) mit zytotoxischer Zellschwellung und Verminderung des CBF 
durch direkte Gefäßmodulation führen397. 
Der – hier nur in seinen elementaren Pathomechanismen charakterisierte – zerebrale 
Sekundärschaden führt den Organismus in einen Circulus vitiosus, der sich, einmal initiiert, 
selbst unterhält und letztlich zum progredienten Zelltod führen kann. 
 
 
 
 
 
 
 
Nachfolgend sollen diese den zerebralen Sekundärinsult bedingenden Haupteinflussfaktoren in 
den pathophysiologischen Gesamtzusammenhang des zerebralen Traumaereignisses gestellt 
werden. Die Pathomechanismen laufen posttraumatisch in zwei Phasen ab: 
Die erste Phase nach SHT ist von der unmittelbaren Gewebsschädigung und der in der Folge 
auftretenden Dysregulation des CBF und des zerebralen Metabolismus, respektive des zerebralen 
Sauerstoff (O2-) und Glucose-Verbrauchs, geprägt. Ähnlich Ischämie-induzierten Prozessen setzt 
die anaerobe Glykolyse ein, wodurch es zu einer Akkumulation von Laktat kommt. Zudem steigt 
die vaskuläre Permeabilität, und konsekutiv bildet sich ein Hirnödem aus. Da der zelluläre 
Abb. 1: Bedingt durch die Ausbreitung einer Blutung oder die 
Entwicklung eines Hirnödems steigt der ICP. Dadurch sinkt 
der zerebrale Perfusionsdruck (CPP). Es kommt zur 
Vasodilatation mit Reduktion des zerebrovaskulären 
Widerstands (CVR). Dadurch nimmt das zerebrale 
Blutvolumen (CBV) zu, und der ICP steigt erneut an. 
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Energiebedarf durch den anaeroben Stoffwechsel nicht gedeckt werden kann, erschöpfen sich die 
ATP-Speicher, und die Energie-abhängigen transmembranösen Ionenpumpen fallen aus445. 
Metabolische Dysregulation. Das Ausmaß des metabolischen Versagens nach SHT korreliert 
mit der Schwere des Primärinsults und präsentiert sich daher hinsichtlich seines zeitlichen 
Auftretens und der räumlichen Ausdehnung sehr heterogen80,90,104,151. Häufig sind sowohl die 
Metabolisierungsrate als auch der zerebrale Energiestatus (gemessen an den Gewebs-
Konzentrationen von Phosphokreatin und ATP bzw. indirekt an der Laktat-Pyruvat-Ratio) 
infolge eines SHT gestört. Der Primärschaden führt zu einer mitochondrialen Dysfunktion mit 
einer Reduktion des Zyklus der Atmungskette und der ATP-Produktion, einer verminderten 
Verfügbarkeit des nikotinischen Coenzym-Pools und einer intramitochondrialen Calcium-
Überladung417,438. Charakteristischerweise kann beim SHT auch ein Hypermetabolismus von 
Glucose auftreten, der durch einen transienten aber massiven transmembranösen Ionenfluss 
getriggert wird49,76. Es resultiert eine Neuroexzitation, der nicht durch einen adäquaten CBF-
Anstieg gegenreguliert werden kann. Auf diese Weise fördert die Entkopplung von CBF und 
Metabolismus die Ausbildung ischämischer Sekundärinsulte. Schwere posttraumatische 
Metabolismusstörungen sind mit einer schlechten klinischen Prognose assoziiert450. 
Zerebrale Hypoxie. Die unterschiedlichen vaskulären und hämodynamischen Prozesse nach 
SHT verursachen ein Ungleichgewicht zwischen der zerebralen O2-Zufuhr und seinem 
Verbrauch. Allen Abläufen ist allerdings der Endpunkt, die Hypoxie des Hirngewebes, 
gemeinsam. Posttraumatische O2-Druckmessungen im Hirngewebe haben 15 bis 10 mmHg PtO2 
als kritischen Schwellenwert ermittelt, unter dem es zur Infarzierung von neuronalem Gewebe 
kommt211,361. Auftreten, Dauer und Ausmaß der Gewebshypoxie korrelieren mit der Prognose. 
Hirnödem. Die posttraumatische Ausbildung von Hirnödemen ist wesentlich an der 
Reduktion der Gewebsperfusion und folglich der Aggravation des sekundären Hirnschadens 
beteiligt. Die aktuelle Hirnödem-Klassifikation orientiert sich an dem strukturellen Schaden bzw. 
der (durch die Primär- und Sekundärschädigung verursachten) Imbalance von Wasser und 
Osmose. Differenziert wird zwischen dem vasogenen und dem zytotoxischen Hirnödem. Das 
vasogene Ödem entsteht infolge des Zusammenbruchs der Bluthirnschranke (BBB). Die 
Endothelzellschicht der Hirngefäße ist eine essentielle Struktur der BBB und kann durch 
mechanische und autodigestive Einflüsse oder funktionell destruiert werden. Auf die Zerstörung 
der zerebrovaskulären Endothelzellwand folgt ein unkontrollierter Ionen- und Proteintransfer 
aus den intravaskulären in die extrazellulären (interstitiellen) Hirnkompartimente, der eine 
Anreicherung von Wasser nach sich zieht. Aus anatomischer Sicht vergrößert diese Pathologie 
das Volumen des Extrazellulärraums101,434. Ungeachtet der Integrität des Gefäßendothels entsteht 
das zytotoxische Hirnödem durch eine intrazelluläre Wasseranreicherung in Neuronen, 
I. Einführung 
15 
Astrozyten und Mikroglia. Auslöser ist hier zum einen die gesteigerte Membranpermeabilität für 
Ionen, des Weiteren der Defekt von Ionenpumpen aufgrund der Energieerschöpfung und zum 
anderen die zelluläre Resorption von osmotisch aktiven gelösten Substanzen397,434. Obgleich das 
zytotoxische Ödem bei SHT-Patienten häufiger zu sein scheint als das vasogene, gehen beide 
Entitäten mit einem ICP-Anstieg und ischämischem Sekundärinsult einher272,274. 
Das zweite Stadium der nach SHT initiierten pathophysiologischen Kaskade ist durch eine 
letzte Membran-Depolarisation charakterisiert, die mit einer exzessiven Freisetzung 
exzitatorischer Transmittersubstanzen wie z.B. Glutamat und Aspartat einhergeht. Ferner folgt 
auf die Aktivierung spannungsabhängiger Calcium- und Natrium-Kanäle ein Calcium- und 
Natrium-Einstrom, der intrazellulär katabole, autodigestive Prozesse in Gang setzt: Calcium 
aktiviert Lipid-Peroxidasen, Proteasen und Phospholipasen, welche wiederum die intrazelluläre 
Konzentration an freien Fettsäuren und freien Radikalen erhöhen. Zusätzlich führt die 
Aktivierung von Kaspasen (ICE-like proteins/Cysteinyl-aspartase-specific-protease), Translokasen und 
Endonukleasen zu fortschreitenden strukturellen Veränderungen der biologischen Membranen 
und der nukleosomalen DNA (DNA-Fragmentierung und Inhibition von DNA-
Reparaturmechanismen). In der Zusammenschau dieser Prozesse kommt es zum Membranabbau 
von vaskulären wie zellulären Strukturen und letzten Endes zum nekrotischen oder 
programmierten (d.h. apoptotischen) Zelltod445. 
Exzitotoxizität und oxidativer Stress. An der Primär- wie Sekundärschädigung nach Trauma ist 
die exzessive Freigabe exzitatorischer Aminosäure(AS)-Neurotransmitter, insbesondere von 
Glutamat, beteiligt64,357. Das Übermaß an extrazellulärem Glutamat erregt Neuronen und 
Astrozyten und resultiert in einer Überstimulation von ionotropen und metabotropen 
Glutamatrezeptoren mit konsekutivem Kalzium-, Natrium- und Kaliumfluss135,461. All diese 
Vorgänge triggern katabole Prozesse einschließlich des Zusammenbruchs der BBB und münden 
in einen Circulus vitiosus ein: die Zellen versuchen durch eine Ankurbelung der Na+/K+-
ATPase-Aktivität die Ionengradienten zu kompensieren und steigern dadurch wiederum den 
metabolischen Bedarf. Fluss und Metabolismus werden so auf zellulärer Ebene entkoppelt101,307. 
Durch die Bildung reaktiver O2-Spezies (freie O2-Radikale und verwandte Entitäten wie 
Superoxide, Hydrogenperoxid, Stickstoffmonoxid und Stickstoffperoxid) entsteht infolge des 
SHT oxidativer Stress . Ursache für die Radikalbildung sind die Exzitotoxizität und die 
Erschöpfung des endogenen Antioxidantien-Systems (z.B. Superoxiddismutase, 
Gluthationperoxidase und Katalase). Dies induziert die Peroxidation zellulärer und vaskulärer 
Strukturen, Proteinoxidation, DNA-Spaltung und die Inhibition der mitochondrialen 
Elektronentransportkette42,79,375. Inflammatorische Prozesse und Apoptoseprogramme folgen79. 
I. Einführung 
16 
Inflammation. Eine gewisse Ähnlichkeit zu den ischämischen Reperfusionsschäden weisen 
die post hoc auftretenden, komplexen immunologischen und inflammatorischen Reaktionen  
des Hirngewebes auf. Primär- wie auch Sekundärinsulte aktivieren binnen Stunden die 
Freisetzung zellulärer Mediatoren wie proinflammatorischer Zytokine (z.B. Tumor-Nekrose-
Faktor (TNF), Interleukin (IL)-1-ß und IL-6), Prostaglandine, freier Radikale und 
Komplementfaktoren. Diese Prozesse induzieren Chemokine und Adhäsionsmoleküle, die 
wiederum synergistisch Immun- und Gliazellen aktivieren263,335. Zusammen mit Makrophagen 
und T-Zelllymphozyten infiltrieren sie das verletzte Gewebe466 und räumen das geschädigte und 
das an die Kontusion angrenzende Gewebe ab. Innerhalb von Stunden bis Tagen und Wochen 
synthetisieren Astrozyten durch die Produktion von Mikrofilamenten und Neutropinen letztlich 
Narbengewebe128. Durch die freigesetzten neurotoxischen Mediatoren sowie indirekt durch die 
Ausschüttung von Stickstoffmonoxid und Zytokinen schreitet der Gewebeschaden fort. 
Zusätzlich wird durch die Freisetzung von Vasokonstriktoren (Prostaglandine und Leukotriene), 
BBB-Störung, Ödemformation und durch die Obliteration mikrovaskulärer Strukturen die 
Gewebsperfusion weiter reduziert, und der sekundäre Hirnschaden aggraviert. 
Nekrose und Apoptose. Nach SHT können zwei unterschiedliche Formen des Zelltods 
auftreten: Nekrose und Apoptose, der programmierte Zelltod. Die Nekrose tritt als Reaktion 
auf schweren mechanischen oder ischämisch-hypoxischen Gewebeschaden auf, wobei es zu einer 
exzessiven Freisetzung exzitatorischer AS-Transmitter und zu metabolischem Versagen kommt. 
Anschließend induzieren Phospholipasen, Proteasen und Lipidperoxidasen die Autolyse 
biologischer Membranen. Der anfallende Zelldetritus wird als „Antigen“ (Ag) erkannt und durch 
inflammatorische Prozesse abgeräumt, so dass Narbengewebe zurückbleibt. Im Gegensatz dazu 
präsentieren sich die Neuronen, die der Apoptose ausgesetzt sind, während der 
posttraumatischen Phase morphologisch intakt. Der programmierte apoptotische Zelltod tritt 
Stunden oder Tage nach dem Primärinsult auf, erfordert grundsätzlich Energiezufuhr und basiert 
auf einer Imbalance natürlich auftretender pro- und anti-apoptotischer Proteine. Als wichtigste 
Mediatoren wurden Kaspasen und spezielle Proteasen aus der Familie der Interleukin-converting-
Enzyme identifiziert78,125, die aktiv - über die Lyse nukleärer Membranen, Chromatinkondensation 
und DNA-Fragmentation - eine diskret progrediente Membrandestruktion initiieren. Die kleinen 
Partikel aus kondensiertem intrazellulärem Material (sog. „apoptotic bodies“) werden von der 
schrumpfenden Zelle durch exzitotoxische Mechanismen abgebaut. Die klinische Bedeutung der 
Apoptose liegt in dem verspäteten Auftreten von Zellschäden, was potentiell eine Option für 
(anti-apoptotische) Interventionen darstellen könnte302,435. 
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I.1.3.3 Regenerationsmechansimen: Neurogenese im adulten Zentralnervensystem (ZNS) 
Die Regenerationskapazität des ZNS ist im Unterschied zu vielen anderen Geweben des 
menschlichen Organismus61,185,381 stark limitiert. Das Gehirn von Säugetieren ist in seiner 
zellulären Architektur, den neuronalen Netzwerken sowie seiner funktionalen Lokalisation und 
Integration ein derart komplexes biologisches System, dass Schädigungen jeglicher Modalität 
nicht in suffizientem Maße durch autogene Reparaturmechanismen kompensiert werden können. 
Am häufig infausten Krankheitsverlauf von SHT-Patienten wird offensichtlich, dass die 
postmitotischen Regenerationsprozesse des schwer traumatisierten Gehirns trotz einer gewissen 
morphologischen und strukturellen Dynamik keine vollständige Reorganisation und Genesung 
erlauben (s.u.). 
Neuroplastizität. Mit Beginn der modernen Neurowissenschaft im späten 19. Jahrhundert 
haben Pioniere wie William James201, Ramón y Cajal349 oder Donald Hebb184 in der 
Verhaltensforschung und in histologischen Studien richtungweisende Erkenntnisse über die 
„regenerative Formbarkeit“ des Gehirns gewonnen206,327,363,371,447. Der italienische Psychiater 
Ernesto Lugaro hat für diese Konzepte 1906 den Terminus der neuronalen Plastizi tät  
geprägt50. Der vitale Prozess der zerebralen Plastizität beschreibt das dynamische Potential des 
Gehirns, sich während der Ontogenese, bei Lernprozessen (durch Übung und Erfahrung), d. h. 
unter physiologischen Bedingungen, oder zur Funktionserholung in Folge von Schädigungen 
lebenslänglich selbst zu reorganisieren und durch eine Veränderung der anatomo-funktionalen, 
interneuronalen Beziehungen zu adaptieren. Die Einführung der funktionellen Neurobildgebung 
und der Fortschritt in neurophysiologischen Verfahren haben in der letzten Dekade das Studium 
der diesem Phänomen in vivo zugrunde liegenden pathophysiologischen Vorgänge 
ermöglicht118,207,353. Das plastische Potential des ZNS basiert zum einen auf der Fähigkeit von 
Neuronen, anhand von zellulären synaptischen Umformungsprozessen die Signalkonduktion zu 
beeinflussen und somit Information zu speichern. Dies impliziert sowohl die Umformung bereits 
vorhandener synaptischer Verbindungen148,391, als auch die Ausbildung neuer struktureller 
Verbindungen durch axonales Aussprossen nach Läsionen (strukturel le  Plastizität)92. Neben 
dieser mikroskopischen Zustandsänderung existiert auch eine sog. funktionelle  
Neuroplastizität auf kortikaler Funktionsebene. Diese meint die Verlagerung von Funktionen 
umschriebener geschädigter Hirnareale in angrenzende intakte Hirnregionen354. In 
eingeschränktem Maße sind die benachbarten Areale zur Funktionsübernahme befähigt. Eine 
zelluläre Plastizität im Sinne des direkten Ersatzes untergegangener Zellen ist im ZNS hingegen 
nur in geringem Maße ausgeprägt, denn Neurone des adulten Gehirns sind terminal differenzierte 
postmitotische Zellen. Der Zustand der terminalen Differenzierung impliziert den Ausstieg aus 
dem Zellzyklus366. Der genaue Mechanismus, der die Neurone im postmitotischen Stadium hält, 
I. Einführung 
18 
Abb. 2: Differenzierungswege neuronaler 
Stammzellen. Das Schema verdeutlicht die 
Eigenschaften neuronaler Stammzellen wie 
Proliferation, Selbsterneuerung und Fähigkeit zur 
Differenzierung in Gehirnzellen (modifiziert 
nach141). 
ist allerdings nicht geklärt342. Komplexe in vivo- und in vitro-Untersuchungen von Patienten mit 
schwerem SHT und Autopsie nach Exitus letalis belegten hohe Apoptoseraten in den 
perikontusionellen Arealen293. Der Nachweis einer posttraumatischen, zerebralen zellulären 
Plastizität wurde bisher auch in Obduktionen nicht erbracht. 
 Neuronale Stammzellen. Ontogenetisch geht jede 
Zelle eines Organismus aus einer Stammzelle hervor. 
Nämliche sind in allen bisher untersuchten Geweben2, 
wenngleich in geringer Zahl, detektierbar. Eine 
Stammzelle  bezeichnet eine undifferenzierte Zelle, 
die durch Zellteilung entweder zwei neue Stammzellen 
hervorbringen kann (symmetrische Teilung) oder aber 
eine neue Stammzelle und eine Vorläuferzelle 
(Progenitor-/Präkursorzelle), welche Ausgangspunkt 
für die Ausdifferenzierung in eine oder mehrere 
Zelltypen ist (asymmetrische Teilung). 
Definitionsgemäß zeichnet sie sich neben ihren 
besonderen Fähigkeiten zu Proliferation und 
Selbsterneuerung auch durch ihr 
Differenzierungspotential in funktionelle Zellen des 
jeweiligen Organs aus180,443. Das einzigartige 
Charakteristikum dieser Zellen gründet sich auf ihrer 
Befähigung, sich in fast alle Zelltypen entwickeln zu 
können. Diese sog. Potenz einer Stammzelle wird nach ihrer Vielfalt an 
Differenzierungsmöglichkeiten, respektive an Zelltypen, bemessen, die aus ihr durch 
asymmetrische Teilung direkt oder über Zwischenstufen entstehen können. Sie erlaubt eine 
Klassifikation der Stammzellen:  
die Zygote kann sich als einzige Stammzelle in sämtliche Zelltypen differenzieren und dabei 
(wenngleich in ihrer Selbsterneuerung limitiert) einen vollständigen, neuen Organismus, 
einschließlich des zentralen und peripheren Nervensystems, ausbilden. Diese Eigenschaft 
beschreibt der Begriff der Toti-/Omnipotenz. Während der nächsten Furchungsteilung der 
Zygote entstehen aus dieser im nächsten Schritt pluripotente embryonale Stammzellen der 
Blastozyste, die zwar verschiedene Differenzierungswege einschlagen und somit multiple Zell- 
und Organtypen aller drei Keimblätter (Ento-, Meso-, Ektoderm) hervorbringen können, jedoch 
nicht mehr den Gesamtorganismus. In der weiteren Entwicklung entstehen aus den embryonalen 
Stammzellen gewebsspezifische, sog. multipotente Stammzellen, die nicht nur im Embryo 
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sondern auch als adulte Stammzellen über die gesamte Lebensspanne im Körper persistieren. 
Diese Multipotenz impliziert die Fähigkeit, zumindest alle Zelltypen des jeweiligen Keimblatts 
und somit des betreffenden Organs ausbilden zu können. Aus der multipotenten Stammzelle 
entstehen unipotente Progenitorzellen des jeweiligen Gewebes, die nur noch eine limitierte 
Kapazität zur Selbsterneuerung besitzen, deren weiterer Verlauf jedoch derart determiniert ist, 
dass sie viele Eigenschaften der differenzierten Zielzelle aufweisen, ohne voll funktionsfähig zu 
sein. Erst die daraus entstandene, terminal differenzierte Zelle kann alle Funktionen der 
spezifischen Gewebeanforderungen erfüllen141,142,344 (s. Abb. 2). 
Im Hinblick auf das ZNS entstehen aus den embryonalen Stammzellen des Neuroektoderms im 
werdenden Gehirn und Rückenmark neuronale Progenitorzellen, die eine der drei Zelllinien des 
Hirngewebes, nämlich Neuronen und gliale Zellen  (Astrozyten und Oligodendrozyten), 
hervorbringen können287. 
Die Detektion und Charakterisierung neuronaler Stammzellen gestaltet sich diffizil, da es 
bisher - im Gegensatz zu anderen Stammzelltypen392,406 - an der Identifikation eines spezifischen 
Zellmarkers mangelt. Einige Proteine, darunter Nestin248, Musashi-1228, Mcm2277 und GFAP111, 
scheinen hierfür zwar potentiell in Frage zu kommen, allerdings erfasst keiner dieser „Marker“ 
alle neuronalen Stammzellen. Vielmehr werden diese nur von Subfraktionen der Zellen zu einem 
bestimmten Differenzierungszeitpunkt exprimiert. 
Die Frage nach der morphologischen Herkunft neuronaler Stammzellen wird kontrovers 
diskutiert: Wissenschaftler sind sich uneins, ob es sich um eine Population multipotenter, 
subependymaler Zellen handelt, die den glialen Marker GFAP, ein Protein, das vornehmlich in 
Astrozyten exprimiert wird, besitzen111,199, oder ob Ependymzellen in der Wand der Ventrikel 
Stammzelleigenschaften aufweisen209 (Klassifikation, s.u.). 
Weiter auf der Suche nach Grundlagen für die neuronale Stammzelldefinition erwies sich auch 
der Herkunftsort der Zellen als kein valides Kriterium, da es gelungen ist, aus Stammzellen von 
Knochenmark290, Nabelschnurblut369 und anderen Organen317 Zellen mit neuronalem Phänotyp 
zu kultivieren. Noch ist allerdings unklar, welche Signalkaskaden in der Zelle aktiviert oder 
supprimiert sein müssen, damit neuronale Stammzellen einerseits ihre Stammzelleigenschaften 
wahren können bzw. andererseits zu Gehirnzellen differenzieren. 
Aus dem ZNS isolierte Zellen lassen sich in vi tro  unter definierten Kulturbedingungen und unter 
Zusatz bestimmter Wachstumsfaktoren (wie z.B. Epidermal Growth Factor (EGF) oder Fibroblast 
Growth Factor (FGF)-2) lange Zeit in Kultur expandieren und zu Proliferation, Selbsterneuerung 
und Differenzierung anregen, ohne diese Eigenschaften zu verlieren298,319,320,355,407. In dieser streng 
definierten Umgebung ist es möglich, eine große Anzahl von Zellen zu gewinnen und sie 
experimentellen Zuständen zu exponieren. Die Isolation von Stamm- und Vorläuferzellen gelang 
I. Einführung 
20 
bei Nagetieren u.a. für Zellen aus dem fötalen und adulten ZNS, einschließlich des Neocortex 
und HC, sowie aus dem Rückenmark93,281,321,377 und auch aus verschiedenen Hirnregionen am 
humanen Nervengewebe des ZNS30,210,240. Auch in vivo  ist es möglich, neuronale Stammzellen 
(mit Hilfe von Proliferationsmarkern wie BrdU) und ihr Differenzierungspotential (durch den 
Nachweis von für die Stammzellnachkommen typische Markerproteine) zu untersuchen (s.u.). 
Auf diese Weise wurden im Säugetier-Gehirn zwei germinativ hochaktive Gehirnareale 
identifiziert, in denen über das gesamte Lebensalter hinweg neue Nervenzellen generiert 
werden18,20,66,238 (Lokalisation, s.u.). Nach aktuellem Forschungsstand ist im Säugerhirn ubiquitär 
von der Existenz neuronaler Stammzellen auszugehen; diese ruhenden Stammzellen bringen 
jedoch unter physiologischen Bedingungen keine neuronalen Zelltypen hervor, sondern 
differenzieren sich nur auf den Stimulus akuter Läsionen bzw. unter bestimmten 
Kulturbedingungen in vitro zu Neuronen aus30,31,209,301. Die in diesen nicht-neurogenen Zonen wie 
beispielsweise dem Rückenmark (dessen neugebildete Zellen glialen Ursprungs sind193) 
angesiedelten Nervenzellen sind Produkt embryofetaler oder früh postnataler Neurogenese233,345-
347. 
Wenngleich die physiologische Bedeutung der neuronalen Stammzellen für Prozesse wie Altern, 
Lernen und Kognition bislang nicht vollständig geklärt sind, nähren diese Resultate die Hoffnung 
auf einen therapeutischen Einsatz neuronaler Stammzellen am Nervensystem227,251. Die 
Ressourcen adult gebildeter zentralnervöser Zellen, Stamm- und Vorläuferzellen des ZNS, 
verbunden mit dem weitreichenden Potential dieser Zellen sowie der Tatsache, dass sie ihre 
Stammzell-Eigenschaften fast über die gesamte Lebensspanne eines Menschen wahren können, 
sind gegenwärtig Gegenstand intensiver, weil vielversprechender Forschung, schwebt doch die 
Zukunftsvision im Raum, diese endogenen – oder exogen applizierten – Kapazitäten eines Tages 
zur vielseitigen Therapie neurochirurgischer, neurologischer und psychiatrischer 
Krankheitsentitäten wie z.B. beim SHT aufbieten zu können17,67,144,153,209,210,242,244,383,396,419,444. 
 Adulte Neurogenese – Historie/Chronologie einer wissenschaftlichen Entwicklung. Der spanische 
Neuroanatom Santiago Ramón y Cajal konstatierte Anfang des letzten Jahrhunderts in seinem 
Dogma, dass im adulten ZNS weder axonales Wachstum noch Zellersatz durch Proliferation von 
Neuronen möglich seien350. Er belegte mit histologischen Untersuchungen an Säugetiergehirnen, 
dass sich die strukturellen Veränderungen des ZNS nach der Geburt ausschließlich auf den 
Verlust von Nervenzellen beschränkten, und prägte mit der Hypothese, „alles könne sterben, 
nichts regenerieren“ die wissenschaftlichen Annahmen seiner Zeit48,350. Entgegen großem 
Widerstand ob des gemeinhin akzeptierten Paradigmas von weitgehender Stabilität der zellulären 
Elemente des Nervensystems zeigte Joseph Altman 1960 mit der neu etablierten Methode der 
[3H]-Thymidin-Autoradiographie, einem Marker für proliferierende Zellen, dass sich teilende 
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Zellen im erwachsenen ZNS bei verschiedenen Spezies in weiter Verbreitung vorkommen19-22. 
Neben einer Vielzahl von anatomischen Strukturen wurde die Genese neuer Neuronen im 
Bulbus olfactorius (OB), in der SVZ, dem HC und dem zerebralen Kortex der adulten Ratte und 
Katze konstatiert20. [3H]-Thymidin wird von Zellen aufgenommen, die sich in der S-Phase auf 
die Mitose vorbereiten, so dass Lokalisation und Zeitpunkt „neugeborener“ Zellen bestimmt 
werden können. Bei der Darstellung sich teilender Zellen konnte erstmals zwischen „alten“, d. h. 
in der Embryogenese entstandenen, und „neuen“, im adulten Organismus gebildeten Neuronen 
differenziert werden. Mit dieser Methode war allerdings weder die Zahl der neu gebildeten Zellen 
hinreichend genau bestimmbar, noch war eindeutig zu beweisen, ob es sich bei den neu 
entstandenen Zellen wirklich um Neurone oder um Gliazellen handelte. Die Theorie von adulter 
zellulärer Plastizität wurde von Kaplan und Hinds, die mit Einführung der 
Elektronenmikroskopie die ultrastrukturellen Charakteristika von Neuronen nachwiesen186,187,213, 
und Nottebohm, der bei erwachsenen Kanarienvögeln beispielsweise eine Korrelation zwischen 
Neurogenese im dorsomedialen Striatum und dem Erlernen neuer Lieder der Singvögel 
feststellte38,39,154, wissenschaftlich weitergeführt. Damit war beobachtet, dass exogene Faktoren für 
die Regulation der Neurogenese biologisch und funktionell von Bedeutung sind. 
Seit den 90er Jahren66 erlebt die Erforschung der adulten Neurogenese eine Renaissance. 
Meilensteine in der Neurowissenschaft bildeten die Etablierung der in vitro-Kultivierung von 
Stammzellen aus dem adulten Gehirn143,355 sowie die Einführung des synthetisierten 
Thymidinanalogons BrdU als nicht-radioaktivem, immunhistochemisch detektierbarem 
Zellzyklusmarker87,97,388. Zudem verbesserte die konfokale Mikroskopie die Phänotypisierung der 
Zellen durch Verwendung multipler Marker und die qualitative Auswertung der Neurogenese in 
vivo entscheidend225,238. Bis heute ist das BrdU-Verfahren zur Markierung und Visualisierung sich 
teilender Zellen – nicht unbestrittener Weise124,344,442 – die am weitesten verbreitete und 
zuverlässige Methode zur Darstellung und Erforschung der Neubildung neuronaler Zellen115. 
Durch die Beweiskraft dieser Untersuchungsverfahren ist die Existenz kontinuierlicher 
Neurogenese im Gehirn von erwachsenen Säugetieren mittlerweile etabliert und allgemein 
akzeptiert. 
Adulte Neurogenese – Definition und Lokalisation. Die adulte Neurogenese ist durch die Abfolge 
bestimmter Entwicklungsschritte charakterisiert, die von der Teilung einer neuronalen Stamm- 
oder Progenitorzelle hin zu einem reifen, funktionell integrierten Neuron führen. Im Gegensatz 
zur früheren Lehrmeinung351 wurde in den letzten Dekaden nachgewiesen, dass in bestimmten 
Regionen des erwachsenen Säuger-Gehirns20,163,234 und in der Folge auch in dem des Menschen126 
zeitlebens neue Zellen generiert werden, die sich zu Nervenzellen, Astroglia und Oligoglia 
entwickeln können. Adulte neuronale Stammzellen konnten aus mehreren Regionen des 
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erwachsenen Säugergehirns isoliert werden. Die adulte zentralnervöse Zellneubildung weist 
regionale Unterschiede sowohl quantitativer als auch qualitativer Art auf. Unter physiologischen 
Bedingungen werden Neuronen nur in bestimmten Gebieten des ZNS gebildet. Nach 
gegenwärtigem Kenntnisstand ist insbesondere zwei Arealen des adulten Gehirns, den sog. 
neurogenen Zonen, die kontinuierliche spontane Neurogenese bis ins hohe Erwachsenenalter 
eigen141,222,224,313,317: dies ist zum einen das System SVZ, Rostraler Migratorischer Strom (Rostraler 
Migrationstrakt, RMS) und OB20,21,25,213,259, zum anderen der DG des HC20,21,66,213,437 (s. Abb. 3 und 
Abb. 4). Die differenzierten neuronalen Stammzellen scheinen sich in OB und HC in 
funktionelle Neuronenkreise zu integrieren und elektrisch aktiv zu sein437,446. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4: Neurogene Zonen und neurale Stammzellen des adulten Gehirns. 
Neurale Stammzellen befinden sich im HC (rot) und in der lateralen 
Ventrikelwand (blau). Sie erneuern sich selbst (symmetrische Teilungen) 
und bilden in asymmetrischen Teilungen die Vorläufer von reifen Gliazellen 
und Neuronen (modifizierte 3D-Abbildung aus188). 
Abb. 3: Neurogene Zonen des adulten Säugetier-ZNS. Neuronale Stammzellen sind in zwei unterschiedlichen 
Arealen des adulten ZNS identifiziert worden: in der SVZ des lateralen Ventrikels und der SGZ des DG im 
HC. In (a) ist das Ventrikelsystem mit seinem Übergang in den Zentralkanal des Rückenmarks dargestellt. 
Koronarschnitte zeigen die Lokalisation (b) des HC und (c) der ependymalen Zellschicht mit der anliegenden SVZ 
des lateralen Ventrikels (aus81). 
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Adulte Neurogenese – Regulation. Bis heute wurde eine Vielzahl an Faktoren identifiziert, die in 
vivo zu einer Steigerung oder Abnahme der adulten Neurogenese führen220. Dabei sind weder alle 
Mechanismen erfasst, noch die Regulationsprozesse auf molekularer wie zellbiologischer Ebene 
hinreichend verstanden. Der Vollständigkeit wegen seien im Folgenden die bisher bekannten 
Einflussfaktoren orientierend angeführt. Die bisher beschriebenen Regulatoren adulter 
Neurogenese lassen sich drei Gruppen zuordnen: 
 zum einen greifen einzelne chemische Komponenten, insbesondere Wachstumsfaktoren, 
Neurotransmitter und bestimmte Pharmaka/Hormone, regulatorisch ein. (Beispielsweise 
wurde für Glucocorticoide ein inhibitorischer, jedoch für Östrogene ein proliferativer 
Effekt auf die Neurogenese konstatiert158,160,413.) 
 Weiter sind systemische Parameter wie Alter224,238,372, Stress162, genetische 
Prädispositionen, Ernährung226,238,245 sowie physische Aktivität und exogene Faktoren der 
unmittelbaren Umgebung („enriched environment“225,364,436) Bedeutung tragend und 
 schließlich wirken sich auch pathophysiologische Vorgänge bei Gehirnschädigung wie 
z.B. selektive kortikale Läsionen267, Ischämie/Schlaganfall257,408 oder epileptische Anfälle324 
nachhaltig auf die Neubildung von Nervenzellen in den neurogenen Regionen des 
Gehirns aus (Zunahme der Neurogeneserate). 
Auf eine detaillierte Darstellung wird in diesem Rahmen verzichtet. Im Zusammenhang mit der 
Methodik der vorliegenden Arbeit sei stellvertretend nur hervorgehoben, dass die 
intraventrikuläre Infusion verschiedener Wachstumsfaktoren (z.B. EGF, FGF-2, Brain-derived 
Neurotrophic Factor (BDNF) oder Insulin-like Growth Factor (IGF)-1) nachweislich signifikante 
Effekte auf das neuronale Proliferations- und Differenzierungsverhalten zeigte9,88,239,467. 
Die Erkenntnis einer ständigen neuronalen Zellneubildung im adulten Gehirn wirft die Frage 
nach dem Schicksal dieser Zellen auf. Tatsache ist, dass die Zielstrukturen beider neurogenen 
Zonen ein lebenslanges Wachstum aufzeigen. Obgleich bisher keine exakte Quantifizierung der 
realen täglichen Produktion an neuen Zellen in diesen Regionen durchgeführt wurde, deutet eine 
Reihe von Untersuchungsresultaten darauf hin, dass die Zahl der Zellneubildungen die 
Zellzunahme deutlich übersteigt40,41,214. Diese Differenz legt nahe, dass der täglichen Proliferation 
ein Eliminierungsprozess gegenüberstehen muss, um einer vermeintlichen Überproduktion 
entgegenzuwirken. Es ist belegt, dass ein nicht unerheblicher Teil der Tochterzellen 
proliferierender Vorläuferzellen binnen kurzer Zeit wieder abstirbt53,221,225, sowohl im DG95 als 
auch im Bereich des OB überleben nur etwa 50 % der neugebildeten Nervenzellen331,448. Durch 
Selektionsvorgänge werden die wirklich benötigten Zellen aus den potentiell angelegten 
Nervenzellen rekrutiert. Man vermutet als Parallele zur Embryonalentwicklung ein sensibles 
Gleichgewicht zwischen Neurogenese und Apoptose159, bei dem auch der Interaktion 
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verschiedenster neurotropher Faktoren (wie Nerve Growth Factor (NGF), BDNF, Neurotrophin 
(NT)-3 und Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF)) Bedeutung zukommen könnte315. Somit ist der 
Nachweis proliferierender Stamm- oder Vorläuferzellen kein valides Maß zur Beschreibung der 
adulten Neurogenese. 
Adulte Neurogenese – Funktionelle Bedeutung. Die Erforschung der physiologischen Funktionen 
adulter zellulärer Neurogenese rückt insbesondere im Zusammenhang mit der plastischen 
Regenerationskapazität des ZNS in den Fokus allgemeinen Interesses73,164,219,306. Dennoch bleibt 
die Funktion dieses Phänomens bis heute ein Gebiet der Spekulation. Wie erwähnt, wurde der 
Nachweis der Integration und Funktionalität der in den neurogenen Zonen neu gebildeten 
Neuronen bereits erbracht437. Die Möglichkeit eines Kausalzusammenhangs zwischen 
hochspezialisierten Strukturen im Gehirn einer Spezies und Neurogenese stellt eine bedeutende, 
noch zu überprüfende Hypothese dar. So könnte beispielsweise die Nervenneubildung im HC 
mit seiner zentralen Rolle als Steuerorgan für Kognition korrelieren380. Auf der Annahme dieser 
funktionellen Relevanz basieren die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit. 
 
 
I.2 SCHÄDEL-HIRN-TRAUMA IM EXPERIMENTELLEN TIERMODELL 
Um die äußerst komplexen und vielfach noch unzureichend verstandenen neurophysiologischen 
und neurobiochemischen Pathomechanismen sowie Einflussfaktoren und Folgen des 
posttraumatischen Geschehens präziser abschätzen zu können, sind in der experimentellen 
Neurotraumatologie reproduzierbare Tiermodelle zur Analyse pathophysiologischer 
Einzelkomponenten wie der Kontusion erarbeitet worden63,98,99,106,109,178,230,252,253,273,285,292,314,365,385,412. 
Allen Modellen, darunter beispielsweise das Controlled cortical impact injury (CCII)-Modell, das 
Inertial acceleration-Modell, das Weight drop-Modell oder das Fluid percussion-Modell, gemeinsam ist 
das Ziel, die Vielschichtigkeit der Krankheitsentität SHT objektiv zu erfassen, indem selektiv 
bestimmte Teilaspekte der klinischen Situation herausgegriffen und tierexperimentell imitiert 
werden. In der Realität am Patienten sind all diese Facetten in jeweils unterschiedlicher 
Ausprägung kombiniert. Während in klinischen Studien am Menschen viele Variablen (z.B. Alter, 
Ursache, Grunderkrankungen, Zeitlatenz bis zum Therapiebeginn, Therapieoptionen, 
Kontrollgruppen, Randomisierung, Blindung) die Standardisierung erschweren und so den 
Datenvergleich fast unmöglich gestalten, sind die Tiermodelle zuverlässig reproduzierbar und 
hinsichtlich des Schadens gleichartig. Die Resultate erlauben, weil objektivierbar, eine Aussage 
über die Ursache, deren interagierende Mechanismen und die Auswirkung eines Krankheitsbildes, 
das im Bezug auf die Individualität der Umstände bei Entstehung und hinsichtlich seiner Folgen 
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nach Überleben unterschiedlicher nicht sein könnte. Damit eröffnet sich für die Testung 
potentiell neuroprotektiver Substanzen und die Evaluation individueller Therapieregimes eine 
neue Perspektive. 
In Kap. III.1.3 wird das dieser Arbeit zugrunde liegende CCII-Modell erläutert und in den 
Kontext zu den Fragestellungen gesetzt. 
 
 
I.3 PIGMENT EPITHELIUM-DERIVED FACTOR (PEDF) 
PEDF ist 1989 erstmals in konditioniertem Kulturmedium von fetalen Pigmentepithelzellen der 
humanen Retina (RPE-Zellen) identifiziert worden425. Seither sind seine molekulare Struktur, die 
von ihm aktivierten biologischen Signalwege und Wirkmechanismen und die multiplen 
Funktionen von PEDF Gegenstand intensiver Investigation, verbunden mit der großen 
Hoffnung auf sein künftiges Potential als therapeutisches Agens gegen ein weites 
Krankheitsspektrum. Die nachfolgend dargestellten Forschungserkenntnisse belegen die 
Bedeutung von PEDF als multifunktionalem Protein mit relevantem klinischen Potential, was 
mögliche Therapieoptionen für tumorassoziierte Erkrankungen, aber auch chronisch 
neurodegenerative und – im Rahmen der vorliegenden Arbeit - insbesondere akut 
neurotraumatologische Krankheitsentitäten anbelangt. 
 
I.3.1 CHARAKTERISIERUNG UND LOKALISATION VON PEDF 
 Gen- und Proteinstruktur. Das humane PEDF-Gen kodiert für ein monomeres Glykoprotein 
aus 418 AS mit einem Molekulargewicht von 46,3 kDa bis 50 kDa394. Der Faktor weist eine 
Struktur- und Sequenzhomologie zur Gruppe der Serin-Protease-Inhibitoren (SERPIN)-
Supergen-Familie auf, deren Mitglieder sich untereinander strukturell sehr ähneln und wichtige, 
individuell sehr unterschiedliche Funktionen während zahlreicher zellulärer Prozesse 
ausüben71,394,452. Anders als die SERPINE verfügt PEDF allerdings über keine inhibitorische 
Aktivität gegenüber Proteasen (s.u.)43,46. Diese Tatsache basiert mutmaßlich auf Unterschieden in 
der Sequenz eines für die SERPIN-Familie charakteristischen, exponierten zentralen 
Molekülbestandteils (sog. Reactive Centre Loop (RCL))382,394. Das humane PEDF-Gen ist auf dem 
kurzen Arm des Chromosoms 17p13.3 lokalisiert155,427,428. Es umfasst ca. 16 kb an DNA und 
enthält 8 Exons427. Die Kristallstruktur von PEDF weist eine asymmetrische Ladungsverteilung 
auf, die durch Interaktion mit extrazellulären Matrixmolekülen von physiologischer Bedeutung 
sein könnte382. Als weitere, funktionell bisher nicht geklärte Besonderheiten fallen am PEDF-Gen 
eine 5’-Terminalregion aus einem dichten Cluster an ALU-Repeats427 auf sowie in der PEDF-
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Promotorregion mehrere regulatorische Schlüsselelemente wie beispielsweise ein Retinolsäure-
Rezeptormotiv426. Wie zuvor erwähnt unterscheidet sich PEDF trotz seiner Zugehörigkeit zu den 
SERPINEN in seinem Wirkmechanismus grundsätzlich von den übrigen Mitgliedern der 
Supergenfamilie. Seine beiden Haupteffekte, Neuroprotektion und Antiangiogenese, werden 
nicht über die Serinproteasen-Inhibition vermittelt. Daher obliegt der Erforschung der 
funktionell tragenden, neurotrophen Proteindomänen bzw. Bindungsstellen des PEDF-Moleküls 
entscheidende Bedeutung. 
 Lokalisation und Proteinexpression. Erstmalig wurde PEDF in der Interphotorezeptor-Matrix 
der Augen verschiedener Spezies lokalisiert44,47,215,309,316,451. Das Protein ist in allen 
Kompartimenten des Auges nachweisbar und wurde aus historischen Gründen zunächst 
vornehmlich in der Retina untersucht, u.a. von68,69,72,200,308,310. Heute weiß man, dass der Faktor 
einerseits in einigen Geweben nicht-neuronalen Ursprungs und in biologischen Flüssigkeiten (wie 
im Corpus vitreum, Serum und zerebrospinalen Liquor (CSF)55,241) exprimiert wird, aber auch in 
signifikanten Spiegeln nahezu ubiquitär im ZNS detektierbar ist55,427,429. Allerdings hat es sich ob 
der raschen Sekretion von PEDF als schwierig erwiesen, das Protein unter bestimmten 
Bedingungen zu lokalisieren235. Der Nachweis von PEDF-mRNA wurde für fast alle adulten 
humanen Organe einschließlich Auge, Leber, Niere, Herz, Lunge, (Skelett-)muskulatur, 
Dünndarm, Kolon, Appendix, Magen, Pankreas, Plazenta, Ovarien, Testis, Knochenmark sowie 
unterschiedliche Gehirnregionen geführt427. Weiterhin unklar ist, ob die Zellen dieser Organe 
tatsächlich PEDF produzieren oder das Protein nur binden, und welche Zellen genau PEDF 
produzieren bzw. auf das Protein ansprechen. Abb. 5 veranschaulicht anhand einer Northern Blot 
Analyse mit einer radioaktiv markierten PEDF-DNA-Probe die großflächige Verteilung von 
PEDF-mRNA im erwachsenen humanen Gehirn55,427,429. Analysen am Rückenmark von Mensch, 
Affe und Ratte belegten das Vorkommen des Proteins in den Motorneuronen des Vorderhorns 
und einigen Nervenzellen im Hinterhorn. Auch die den Spinalkanal auskleidenden 
Ependymzellen waren PEDF-positiv und lassen daher den CSF als bedeutende Quelle für den 
Faktor vermuten54,55. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5: Zerebrales Verteilungsmuster von PEDF-mRNA im adulten humanen Gehirn, detektiert anhand einer Northern Blot 
Analyse mit radioaktiv markierter PEDF-DNA (modifiziert nach427). 
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I.3.2 BIOEFFEKTE VON PEDF 
 
I.3.2.1 Allgemeine Funktionen 
Da der Interessensfokus dieser Arbeit speziell auf die neuromodulatorischen Bioeffekte von 
PEDF gerichtet ist, soll das facettenreiche und nicht minder bedeutende extra-zerebrale 
Wirkspektrum dieses Faktors an dieser Stelle nur ergänzend Erwähnung finden. 
In proliferierenden Zellen steht die PEDF-Expression in enger Verbindung mit dem Zellzyklus. 
Zellen, die in die G0-Phase eintreten (und junge Zellen mit hoher Teilungsaktivität), exprimieren 
in besonderem Maße PEDF333,334,429. Durch diesen parakrinen Effekt wird die Zahl an Zellen, die 
in die S-Phase eintreten, reduziert, und es resultiert „netto“ eine zelluläre Reduktion der 
Zellzyklus-Passage190. Über diesen Primärmechanismus scheint PEDF in vielen unterschiedlichen 
Zelltypen, darunter auch mehrere Tumorzellen89,425, indirekt Differenzierungsvorgänge  zu 
induzieren und somit die Zellteilung und Proliferation zu inhibieren. Daneben konnte in der 
Tumorforschung an Glio- und Neuroblastomen gezeigt werden, dass PEDF auch direkten 
Einfluss auf die Zelldifferenzierung (und Antiangiogenese) nimmt89,174. Neuroblastome 
beispielsweise sind eine heterogene Tumorentität, die sich neben primitiven malignen 
Neuroblasten auch aus differenzierten Schwann-Zellen und Ganglionzellen zusammensetzen. 
Letztere produzieren PEDF, das zum einen die Tumorzelldifferenzierung induziert und zum 
anderen das Wachstum, Überleben und die Proliferation der Schwann-Zellen fördert. Über auto- 
und parakrine feedback-Mechanismen wird dadurch wiederum die PEDF-Synthese gesteigert, und 
es ist ein Tumorregress zu beobachten (s. Abb. 6). Nämliche Resultate bestätigten sich auch unter 
intratumoraler Injektion von exogenem/rekombinantem PEDF (rPEDF) in vitro und in vivo89. 
Umgekehrt geht ein Verlust der PEDF-Genexpression bei Gliomen mit einem Tumorprogress 
einher89,174. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PEDF wirkt desweiteren als potenter antiangiogener Faktor, der das Wachstum neuer 
Blutgefäße unter normalen und pathologischen Bedingungen kontrolliert94,119,294,395,422. In seiner 
Abb. 6: Multiple Effekte von PEDF 
auf Neuroblastome. PEDF fördert die 
Tumorzelldifferenzierung, stimuliert die 
Schwannzellen zur PEDF-Sekretion 
und inhibiert zugleich die 
Tumorvaskularisation durch die 
Blockade endothelialer Zellen (aus89). 
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antiangiogenen Funktion supprimiert PEDF die Vaskularisation verschiedener Organe und 
inhibiert dadurch das Tumorwachstum8,10,268,441. Darüber hinaus vermutet man hinter PEDF auch 
einen Einfluss auf die Antipermeabil ität 256, die Wundhei lung 330 sowie die Organo- oder 
Morphogenese 235. 
Ein weiteres interessantes Faktum ist die Altersabhängigkeit  der PEDF-Expression. In vitro-
Untersuchungen an Fibroblasten und RPE-Zellen haben belegt, dass die PEDF-Synthese- und –
Sekretionsrate mit der Kultivierungszeit abnimmt, d. h. der PEDF-Spiegel sinkt mit der 
Seneszenz/Zellalterung103,190,333,334,429. Wenngleich der molekulare Kontrollmechanismus der 
PEDF-Expression ungeklärt ist, gibt es Hinweise für eine post-transkriptionelle Regulation der 
mRNA-Stabilität83. Weitere Studien an Kälbern, die durch nukleären Transfer aus gealterten 
Spenderzellen geklont wurden, haben gezeigt, dass der Alters-induzierte PEDF-Rückgang 
reversibel ist243. Sollte sich dieser Alters-assoziierte Abfall von PEDF als bedeutender 
neuroprotektiver Faktor im gesamten Nervensystem bestätigen, wäre eine Korrelation mit der 
steigenden Inzidenz vieler neurodegenerativer Erkrankungen im Alter denkbar. 
PEDF ist neben einer Vielzahl weiterer Faktoren (wie z.B. EGF und basic Fibroblast Growth Factor 
(bFGF) in vitro88,298,319,320,355,407, und der Transforming Growth Factor alpha (TGF-α) zusammen mit 
EGF und bFGF auch in vivo239) von funktioneller Bedeutung für die Proliferation und 
Differenzierung neuronaler Stammzellen. Unter diesen Wachstumsfaktoren ist der Vascular  
Endothel ia l  Growth Factor  (VEGF) aufgrund seiner großenteils antagonistischen Interaktion 
mit PEDF ganz besonders hervorzuheben. Dieses dimere Polypeptid wurde als potenter 
Induktor von Angiogenese120,131,300,356 und Inflammation27,171,340,378 identifiziert, wirkt 
vasopermeabilitätssteigernd und hat daneben auch ähnlich wie PEDF neurotrophe und 
neuroprotektive Aufgaben58,157,169,362,401,405,409,460,463. VEGF steht in verschiedenen Bereichen des 
Organismus in einem sensiblen physiologischen Gleichgewicht mit PEDF, wobei das 
Überwiegen von einem der beiden bei physiologischen Prozessen wie der Regeneration auftritt, 
aber auch pathophysiologisch beispielsweise bei der Tumorangiogeneseinduktion oder Ischämie. 
Für eine Vielzahl von Neoplasien, darunter z.B. Adenocarcinome des Pankreas183, Prostata-
Carcinome172, hepatozelluläre Carcinome279, maligne Melanome8 und Gliome173,174, ist eine 
Überexpression von angiogenen Wachstumsfaktoren wie VEGF bei gleichzeitiger 
Sekretionssuppression von PEDF pathognomonisch. Im Zustand der Balance/Steady state steuert 
PEDF dem angiogenen Potential von VEGF entgegen311. Pathogene Einflüsse wie oxidativer 
Stress311 bewirken einen Abfall des PEDF-Spiegels. Das resultierende Ungleichgewicht der pro- 
und antiangiogenen Faktoren begünstigt eine pathogene Neovaskularisation105. Zudem gehen 
verminderte PEDF-Spiegel nachweislich mit einem höheren Malignitätsgrad173,174 und einem 
erhöhten Risiko für Tumorprogress279, Metastasierung und Kurzzeitüberleben172,183 einher. 
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Nachfolgend wird dezidiert auf die neurotrophen und neuroprotektiven Effekte von PEDF 
eingegangen. 
 
I.3.2.2 Funktionen im Gehirn: Neurotrophie und Neuroprotektion 
Unser Nervensystem wird von etlichen neuroprotektiven Faktoren beeinflusst, die durch 
gegenseitige Wechselwirkungen den Schwellenwert anheben, ab dem chronische Erkrankungen 
oder Verletzungen irreversiblen neuronalen Schaden anrichten. 
Neurotrophie. PEDF wirkt nicht nur in der Tumorigenese zelldifferenzierend, sondern 
fungiert auch in einigen neuronalen Zellen als potenter Aktivator von 
Differenzierungsvorgängen89,195,425. Die ersten Forschungsergebnisse belegten den Einfluss von 
PEDF auf die Transformation sich teilender Retinoblastomzellen in differenzierte Neurone424,425. 
Als man dann kultivierte zerebelläre Granulazellen mit BrdU markierte, konnte keine PEDF-
induzierte neuronale Proliferation nachgewiesen werden414, was PEDF im Unterschied zu 
anderen Wachstumsfaktoren nicht als mitogenes, sondern vielmehr als zellulär differenzierendes 
Agens kennzeichnet. In einem weiteren Experiment wurde der Faktor in einer Konzentration 
von nur 0,1 nM dem kultivierten Rückenmark von Küken zugesetzt, und auch hier bestätigten 
das verlängerte Zellüberleben und der Längenzuwachs der Neuriten195 den stark neurotrophen 
Effekt von PEDF. Andererseits belegten zwar Untersuchungen an kultivierten zerebellären 
Granulazellen unter ähnlich niedrigen Konzentrationsverhältnissen die förderliche Wirkung auf 
das Zellüberleben, hier konnten jedoch keine Effekte auf die Neuritenaussprossung festgestellt 
werden28. Ob diese Unterschiede nun auf die verschiedenen Entwicklungsstadien der jeweils 
untersuchten Neuronen zurückzuführen sind, oder ob die differierenden Resultate durch die 
unterschiedlichen Untersuchungsareale des ZNS bedingt sind, bleibt noch ungewiss. 
Jüngste Studien haben PEDF als wesentliches Regulatorprotein der subventrikulären adulten 
Stammzellnische identifiziert341,348. Neurogene Nischen zeichnen sich durch ein spezielles 
„Wachstumsmilieu“ aus, das die Stammzellen lebenslang in einem undifferenzierten, 
proliferationsfähigen Status der Multipotenz erhält24,212,303,416. Eine herausragende Bedeutung 
scheint hier endothelialen Zellen zuzukommen. Dies lassen die Lokalisation der hippocampalen 
Progenitoren in der Nähe von Kapillarendigungen und die Lage subventrikulärer Stammzellen 
nahe der ependymalen Zellschicht des lateralen Ventrikels und der Blutgefäße vermuten70,110,112. 
Das Gefäßsystem sezerniert nachweislich Faktoren, die die Proliferation und/oder das Überleben 
von Neuroblasten fördern205,249,261,379. Von Endothelzellen freigesetzte Moleküle können zudem 
die Stammzellerneuerung induzieren376. In vitro-Untersuchungen an Assays mit Neurosphären 
zeigten, dass PEDF als Wachstumsfaktor endothelialen Ursprungs von endothelialen und 
epithelialen Zellen in der adulten SVZ exprimiert wird und die Selbsterneuerung neuronaler 
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Stammzellen fördert. Auch in vivo wurde der Nachweis erbracht, dass die Infusion von PEDF die 
Typ B-Stammzellen der intakten adulten SVZ zur Selbsterneuerung stimuliert und dadurch die 
Neurogeneserate steigert348. Man vermutet hinter diesem Effekt eine Interaktion von PEDF mit 
anderen Wachstumsfaktoren. 
Neuroprotektion. In der Wissenschaft ist vielfach beschrieben, dass PEDF – auch in 
Anwesenheit unterschiedlicher neurotoxischer Stimuli - auf verschiedene Zellen des ZNS 
neuroprotektiv wirkt28,54,55,96,195,414,415. In Kapitel I.1.3.2 wurde die Glutamat-vermittelte 
Exzitotoxizität als folgenschwerer Pathomechanismus des SHT und bedeutende Ursache für 
viele akut neurodegenerative Erkrankungen (wie Schlaganfall und Epilepsie) beschrieben, da sie 
mit neuronalem Zelltod assoziiert ist. Versuche an kultivierten Neuronen konstatieren für 
mikromolare Glutamat-Konzentrationen die Apoptoseinduktion318. Autoren belegen für 
nanomolare Konzentrationen an PEDF eine Inhibition des Glutamat-induzierten apoptotischen 
Zelltods in Kulturen aus zerebellären Granulazellen28,414,415 und unreifen hippocampalen 
Neuronen der Ratte96 sowie spinalen Motoneuronen von Affen und Mäusen54,55,195. Der dahinter 
stehende Biomechanismus, beispielsweise ob PEDF die Sensitivität der Glutamatrezeptoren 
verändert, die intrazellulären Calcium-Bewegungen oder die mitochondriale Reaktion auf 
Glutamat beeinflusst, ist noch unbekannt. 
Zusätzlich zu den vielfachen Experimenten an Zellkulturen gibt es auch erste Belege für die 
neuroprotektive Wirkung von PEDF in vivo. Untersuchungen an neonatalen Mäusen zeigten, dass 
nach Durchtrennung des N. ischiadicus ca. 50 % der Motoneuronen zugrunde gingen, und viele 
der überlebenden Zellen atrophierten. Wurde jedoch PEDF an der Stelle der Axotomie 
appliziert, konnte der motoneuronale Zelltod um 57 % reduziert werden, und die 
vorbeschriebene Zellatrophie ließ sich gänzlich inhibieren195. Ähnliche Ergebnisse wurden bei 
Modellversuchen mit kultiviertem Rückenmark von Ratten beobachtet, das durch Zugabe von 
Glutamat chronisch toxisch geschädigt wurde. Nanomolare Konzentrationen von PEDF waren 
ausreichend, um die Degeneration der Motoneuronen effektiv zu senken55. Erwähnenswert ist 
zudem, dass die neuroprotektive Potenz von PEDF der von Gabapentin, Riluzol und IGF-1 
vergleichbar ist. 
Zusammen betrachtet belegen die Studien an Zellkulturen und Tiermodellen die neuroprotektive 
Bedeutung von PEDF bei akuten wie auch chronischen Formen der Neurodegeneration. 
 
I.3.2.3 Auswirkungen von PEDF auf die Inflammation – eine Kontroverse 
Widersprüchlich zu den bisher entdeckten Bioeffekten von PEDF erscheinen jüngste in vitro-
Erkenntnisse, nach denen das Protein im ZNS in proinflammatorische Prozesse involviert 
ist368,404. Dies ist insbesondere bemerkenswert, da PEDF am Auge bekanntermaßen 
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antiinflammatorisch wirkt462,464,465. Die Wirkmechanismen von PEDF sind noch nicht gänzlich 
verstanden422. Möglicherweise bedingen Unterschiede im Mikromilieu oder im Phänotypus der 
Zielzelle die teils gegensätzlichen Wirkungsweisen des multifaktoriellen Proteins (s. Kap. V). 
Da sich ein zentraler Teil dieser Arbeit mit der Detektion einer zellulären Subfraktion der 
Mononukleären-Makrophagen-Linie, der Mikroglia, befasst, folgt an dieser Stelle eine 
Einordnung derselben in den Prozess der Inflammation: zytohistologisch ist unser ZNS aus 
Neuronen und Gliazellen aufgebaut, wobei letztere die zahlenmäßig größte zentralnervöse 
Zellpopulation darstellen und mehr als die Hälfte seines Volumens einnehmen431. Die Gliazellen 
lassen sich in Makroglia ektodermalen Ursprungs, hierzu zählen Oligodendrozyten und 
Astrozyten, und Mikroglia, die aus mesodermalen Makrophagen hervorgehen254, einteilen. 
Mikroglia , auch als Hortega-Zellen oder Mesoglia  bezeichnet, gehören dem 
mononukleären Phagozytensystem (MPS) an und bilden als eingewanderte Makrophagen die 
residente, unspezifische Immunabwehr des ZNS359. Die besondere Bedeutung der Mikroglia als 
immunkompetente Zellen erschließt sich aus der Tatsache, dass das ZNS ansonsten ein relativ 
immunprivilegiertes Organ ist, dem es an Lymphgefäßen bzw. lymphatischem Gewebe und 
ausreichend freien Bindegewebszellen mangelt431. Mikroglia ist ubiquitär im Gehirn lokalisierbar, 
wobei ihre Dichte abhängig von den unterschiedlichen Regionen stark differiert359. Im Gegensatz 
zu den anderen Zellen des Nervensystems ist sie nicht ortsständig und weist je nach 
Aktivierungszustand die größten Formvariationen aller Zellen im ZNS auf. Unter 
physiologischen Bedingungen liegt die Mikroglia zumeist in der ruhenden, ramifizierten Form 
(Resting Ramified Type (RRT)) vor. Pathophysiologische Zustände - wie SHT, Ischämie, 
Neurodegeneration, Infektionen oder Hirntumore182,262,283,399,390 – stimulieren die mikrogliale 
Proliferation am Ort der Entzündung und setzen einen Aktivierungsprozess in Gang. Dieser geht 
mit der raschen morphofunktionellen Umwandlung in einen aktivierten Phänotyp einher, d.h. der 
Modulation vom RRT in einen abgerundeten, phagozytierenden Typ (Rounded Phagozytic Type 
(RPT)), der auf seiner Zelloberfläche verstärkt entzündungsassoziierte Antigene (wie Leukocyte 
Function Antigen (LFA)-1, Intercellular Adhesion Molecule (ICAM)-1 und Major Histocompatibility 
Complex (MHC)-class II) exprimiert und mit einer Veränderung des immunologischen Status der 
Mikroglia assoziiert ist359. 
Eine Wertung der mikroglialen Aktivierungsreaktion für den Organismus fällt nicht eindeutig 
aus123,399. Einerseits ist dieser Immunabwehrreaktion die Protektion vor schädigenden Einflüssen 
auf das Hirngewebe eigen, indem die aktivierte Mikroglia befähigt ist, Mikroorganismen zu 
zerstören, zu phagozytieren und Zellschutt zu eliminieren. Darüber hinaus ist sie durch die 
Sezernierung von Wachstumsfaktoren an der Gewebereparation beteiligt237. Neben diesem 
Benefit wirkt die Mikroglia andererseits auch potentiell zytotoxisch37, da sie, aktiviert durch den 
I. Einführung 
32 
Entzündungsreiz, unterschiedlichste proinflammatorische Substanzen, darunter v.a. Zytokine wie 
TNF-α oder IL-1 β, aber auch Arachidonsäuremetabolite und Prostanoide sowie reaktive 
Sauerstoff- und Stickstoffmetabolite produziert37,247,400. In der Literatur ist die schädigende 
Wirkung von Mikroglia nicht nur für infektiöse und entzündliche Erkrankungen des ZNS wie 
bakterielle und virale Meningitiden29,152,439 oder die HIV-Enzephalopathie146,288 belegt, sondern 
auch ihre Beteiligung an der Pathogenese und dem Verlauf neurodegenerativer 
Krankheitsentitäten wie M. Parkinson56,255, M. Alzheimer und Autoimmunerkrankungen wie der 
Multiplen Sklerose398. 
 
I.3.3 THERAPEUTISCHES POTENTIAL 
Mit dem Einsatz von PEDF zur Therapie bisher schwer behandelbarer Erkrankungen verbinden 
sich seit einigen Jahren große Erwartungen. In der Zusammenschau der oben angeführten 
vielfältigen Effekte dieses Proteins wird seine herausragende Rolle deutlich: es liegt als stabil 
sezerniertes Protein vor, das nicht besonders empfindlich gegenüber den Proteasen im 
extrazellulären Milieu zu sein scheint, und zeigt eine Reagibilität auf Umwelteinflüsse wie z.B. 
Sauerstoffspannung und Krankheit bzw. Verletzung. In der Praxis sind mindestens drei 
Optionen denkbar, um den PEDF-Spiegel therapeutisch zu erhöhen: 
 durch eine Steigerung der endogenen PEDF-Synthese mittels Gentransfer 
 durch die exogene PEDF-Zufuhr und 
 durch die exogene Applikation des Proteins oder kleinerer Peptid-Derivate. 
Erstrebenswert wäre es, kleine PEDF-Peptide als therapeutische Agentien einzusetzen, die als 
„slow release“-Präparate verabreicht werden könnten und über eine protrahierte Zeitperiode 
protektive Effekte gewähren würden. Auch bei der Behandlung von akuten Verletzungen wie 
dem Schlaganfall oder dem SHT, die vorübergehend neuroprotektiver Versorgung bedürfen, 
wären Peptide das Agens der Wahl. 
Im Unterschied zu den meisten anderen Wachstumsfaktoren zeichnet sich PEDF durch seine 
duale neuroprotektive und gleichzeitig antiangiogene Wirkkomponente aus, worauf sich 
wiederum sein Potential als Antitumor-Agens gründet. In der Behandlung neuraler Tumore sind 
verschiedene Therapiestrategien mit PEDF und anderen antiangiogenen Substanzen in klinischer 
Erprobung, die das Tumorwachstum verlangsamen und die Differenzierung in langsamer 
wachsende Zelltypen induzieren können358,11,266,229,170. Tierversuche haben gezeigt, dass die 
Verfügbarkeit des Proteins im Organismus direkt mit neuronalem Benefit korreliert. Während 
hohe PEDF-Pegel ein außerordentliches Maß an Neuroprotektion (gegen Ischämie, 
Exzitotoxizität, Axotomie und oxidierende Agentien) garantieren, äußert sich sein Mangel oder 
Fehlen, wie an knock-out Mäusen exploriert, in morphologischen Anomalien und Missbildungen 
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(von einer erhöhten retinalen Mikrovaskularisationsdichte, dem Verlust an Ganglienzellen und 
gesteigertem Stromagefäßwachstum bis hin zur Epithelzellhyperplasie in Organen wie der 
Prostata und dem Pankreas)116,173. Desweiteren hat die Forschung mit der probatorischen PEDF-
Gentherapie von ophthalmologischen Krankheitsbildern wie der Altersabhängigen 
Makuladegeneration (AMD) und der Pattern-Dystrophie der Retina eine vielversprechende 
Richtung eingeschlagen. Die intravitreale und subretinale Protein-Applikation mittels viraler 
Vektoren hat gezeigt, dass die präzise Abgabe des Faktors für seine Wirkungen, in diesem Falle 
die Reduktion von Neovaskularisationen, nicht essentiell ist295,343. Alternativ zum viral 
vermittelten Gentransfer erwies sich am Auge auch die Transplantation von PEDF-transfizierten 
autologen Zellen als therapeutisch wirksam373. Es bleibt abzuwarten, ob ähnliche Gen- oder 
Zelltransfer-Studien mit PEDF am Gehirn künftig darauf hoffen lassen, degenerativen diffusen 
Schaden wie bei M. Alzheimer oder fokalregionalen Schaden wie bei M. Parkinson abwenden zu 
können. Daher sind insbesondere in der Neurochirurgie und Neurologie die Hoffnungen groß, 
durch die Applikation von PEDF neuronalen Verlust zu reduzieren und damit neue 
Therapieoptionen bei neurodegenerativen Erkrankungen und Schädigungen des ZNS zu 
etablieren. 
 
Grundlage der vorliegenden Arbeit sind die – in Gegenwart verschiedenster neurotoxischer 
Stimuli erwiesenen - neuroprotektiven und neurotrophen Effekte von PEDF. Da sich die 
Forschungsergebnisse bis dato vornehmlich auf Erkenntnisse aus in vitro-Untersuchungen (an 
Retina und ZNS) stützen, steht hinter dieser Studie die Motivation, in vivo am Traumamodell zu 
eruieren, ob die intraventrikuläre Applikation von PEDF Effekte auf die Neurogenese oder 
inflammatorische Reaktionen im Rattengehirn hat. Vor dem Hintergrund der 
erfolgversprechenden Erkenntnisse über das Wirkungsspektrum von PEDF in vitro, befasst sich 
die Fragestellung hier im Speziellen mit den PEDF-vermittelten in vivo-Effekten auf die 
neuronalen Stammzellen in der SVZ und der SGZ des hippocampalen DG nach experimenteller 
kortikaler Traumatisierung. Neben dem Aspekt der Neurogenese interessiert auch der Einfluss 
von PEDF auf das Kontusionsareal und die panmakrophagozytäre Entzündungsreaktion nach 
SHT. Dies soll mit Hilfe des erprobten CCII-Verfahrens in der histologischen Analyse und 
statistischen Auswertung von immunhistochemischen Färbungen (BrdU, DCX, ED1) ermittelt 
werden. 
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II. FRAGESTELLUNGEN UND ZIELE DER STUDIE 
Erklärtes Ziel dieser tierexperimentellen Studie ist es zu eruieren, inwieweit die in vivo -
Applikation von PEDF nach fokaler, kontrollierter kortikaler Kontusion am Modell des 
CCII nach Dixon und Lighthall neuroprotektive  bzw. neuroregenerat ive  Wirkungen auf 
das Hirnparenchym, insbesondere auf das Kontusionsareal und die neurogenen Zonen, von 
Ratten zeigt. Ferner interessiert, inwieweit die posttraumatische, über acht Tage protrahierte 
Stimulation mit dem Wachstumsfaktor PEDF Auswirkungen auf die Induktion der mikroglial 
vermittelten inflammatorischen Reaktion im Hirnparenchym der Nager hat. Durch den Einsatz 
unterschiedlicher PEDF-Konzentrationen sollen die Ergebnisse nivelliert werden. 
Als jeweilige Prüfgröße fungierte die Anzahl definierter Zellen pro Flächeneinheit, die zuerst 
durch immunhistochemische Spezialfärbungen markiert und nach Versuchsende 
histomorphologisch durch präzise bilaterale Auszählung quantifiziert wurden. Entsprechend 
wurden als Surrogatparameter drei immunhistochemisch visualisierbare Marker eingesetzt: (a) 
BrdU wird als Thymidinanalogon während der Synthesephase (S-Phase) des Zellzyklus in die 
DNA inkorporiert und dient dem Nachweis stattgehabter DNA-Synthese, (b) das 
Phosphoprotein DCX ist ein spezifischer Marker für unreife neuronale Vorläuferzellen und 
migrierende Neuroblasten und (c) der Antikörper (Ak) ED1 (Ectodysplasin A) erlaubt die 
Detektion panmakrophagozytärer Zellpopulationen wie z.B. immunkompetenter Zellen aus der 
mononukleären Makrophagen-Linie (phagozytotisch aktive Mikroglia). Bei der Auswertung 
sollten die Daten der Versuchstiere mit PEDF-Infusion in Relation zu den Daten der (nicht 
kontusionierten) Kontrolltiere ohne PEDF-Infusion gesetzt werden, um eine Aussage über die 
jeweiligen posttraumatischen Veränderungen treffen zu können. Der Fokus des 
wissenschaftlichen Interesses richtet sich auf die Frage, ob adjuvante PEDF-Substitution Einfluss 
auf das Ausmaß bzw. eine mögliche Regeneration des neuronalen Gewebeschadens hat. 
 
Basierend auf den bereits bekannten Forschungsergebnissen aus in vitro-Untersuchungen von 
PEDF-Aktivitäten und –Wirkmechanismen wurde für die vorliegende tierexperimentelle Studie 
folgende Arbeitshypothese formuliert: 
„Nach kontrollierter kortikaler Kontusion induziert die in vivo-Applikation von PEDF bei adulten 
Ratten die Neurogenese, moduliert die inflammatorische Reaktion von Mikroglia und zeigt 
konsekutiv eine neuroregenerative und neuroprotektive Wirkung.“ 
 
Vor dem Hintergrund dieser biologischen Hypothese wurden drei spezifische Gehirnareale, (I) 
das Läsionsareal und (II) die neurogenen Zonen, bestehend aus der SVZ und der SGZ des DG 
des HC, beobachtet. 
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Das Läsionsareal  wurde auf folgende Fragestellungen überprüft: 
I.1: „Führt die posttraumatische, über acht Versuchstage protrahierte intraventrikuläre 
Infusion von PEDF in vivo zu einer Verkleinerung der Größe des Kontusionsareals  
adulter Ratten in der Umgebung der fokalen Läsion im Vergleich zur Kontrollgruppe?“ 
Die Quantifizierung erfolgt planimetrisch anhand der zirkumferenten Streuung von BrdU-
positiven (d.h. posttraumatisch durch Regeneration neu entstandenen) Zellen einerseits und von 
ED1-positiven Zellen (als Zeichen immunologisch-inflammatorischer Prozesse) andererseits. 
 
I.2: „Unterscheiden sich die kontinuierlich mit PEDF behandelten von den nicht behandelten 
Versuchsgruppen in der Zellproliferation (Zellzahl) der BrdU-markierten Zellen und/oder 
der ED1-markierten Zellen im Kontusionsareal  adulter Ratten?“ 
 
 
Ferner wurde untersucht, welchen Einfluss die in vivo-Darreichung von PEDF in dem genannten 
Versuchszeitraum auf die Zellproliferation in den neurogenen Zonen der adulten Ratte 
nimmt. 
II.1: „Hat die kontinuierliche posttraumatische intraventrikuläre in vivo-Infusion von PEDF in 
die Versuchstiere einen von der Kontrollgruppe unterschiedlichen Einfluss auf die 
Zellproliferation (Zellzahl) von BrdU-markierten Zellen und/oder DCX-markierten Zellen in 
der SVZ adulter Ratten?“ 
 
II.2: „Differieren die Ergebnisse von den Versuchstieren mit der posttraumatischen 
intraventrikulären Infusion von PEDF in vivo hinsichtlich der Zellproliferation (Zellzahl) von 
BrdU-markierten Zellen und/oder DCX-markierten Zellen im DG des HC adulter Ratten von 
den Untersuchungen an Kontrolltieren?“ 
 
 
Zur Untersuchung und Stellungnahme zu diesem Fragenkatalog wurden im Anschluss an die 
experimentelle Phase histochemische und immunhistologische Verfahren eingesetzt, um 
mögliche Einflüsse von PEDF auf die Neuroprotektion, Neurogenese und neuronale 
Inflammation näher zu charakterisieren und zu quantifizieren. 
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Abb. 7: Aufnahme der Versuchstierhaltung in einem Standardkäfig. 
III. MATERIAL UND METHODIK 
Das den Versuchen zugrunde liegende Tierprotokoll wurde gemäß § 8 des deutschen 
Tierschutzgesetzes von der Tierversuchskommission der Medizinischen Fakultät der Universität 
Regensburg und der Regierung der Oberpfalz (Sachgebiet 54, Veterinärwesen) genehmigt. Der 
tierexperimentelle Teil dieser Arbeit wurde in den Laborräumen und dem Tierlabor der 
Universitätsklinik, die histologischen Arbeitsschritte im Labor der Klinik und Poliklinik für 
Neurochirurgie des Universitätsklinikums Regensburg in der Zeit zwischen März 2005 und 
Januar 2006 durchgeführt. 
 
 
III.1 IN VIVO-UNTERSUCHUNG: TIEREXPERIMENTELLER 
VERSUCHSAUFBAU 
III.1.1 VERSUCHSTIERE UND ALLGEMEINE HALTUNGSBEDINGUNGEN 
Für die vorliegenden Experimente wurden 
adulte männliche Fischer-Ratten (Stamm: 
F-344, Fa. Charles River (WIGA) GmbH, 
Sulzfeld, Dtld.) verwendet. Sieben Tage 
vor der Operation wurden die 
Versuchstiere von der Fa. Charles River mit 
ca. 240 - 270 g KG geliefert. Zur 
interindividuellen Unterscheidung wurden 
die Tiere mit offiziellen „rat earmarks“ 
versehen. Dabei werden stellvertretend für 
die jeweilige Tiernummer Markierungen (kleine Löcher bzw. Kerben) in den anterioren, medialen 
oder posterioren Randbereich der Rattenohren gestanzt, rechts für die Einer-Ziffer, links für die 
Zehner-Stelle. 
Die Tierhaltungsbedingungen waren standardisiert. Bei dem Tierlabor handelte es sich um 
vollklimatisierte Räume mit Durchschnittstemperaturen von 21 °C und einer Luftfeuchtigkeit 
von 45 - 75 % (Mittelwert 55 %) bei 15fachem Luftwechsel. Durch künstliches Licht mit einer 
automatisch gesteuerten Lichtphase von 7.00 bis 19.00 Uhr wurde ein strenger Tag-Nacht-
Rhythmus von täglich 12 h eingehalten. Bei dem Licht-Zeit-Rhythmus wurden im Käfig 60 Lux 
und im Raum im Durchschnitt 300 Lux erzielt. Der Versuchsraum schloss sich räumlich an den 
Tierraum an. 
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In der ersten Woche akklimatisierten sich die Ratten, d.h. sie wurden nach dem Transport an die 
neue Umgebung mit ihrem Licht-Zeit-Rhythmus gewöhnt und erfuhren den Raum, seine 
Gerüche und Geräusche als angstfreie und natürliche Umwelt. Die Nager wurden im Tierlabor 
voneinander separiert in durchnummerierten Standard-Einzelkäfigen (Typ III hoch, 840 cm², Fa. 
Ehret, Emmendingen, Dtld.) aus Makrolon (Fa. Bayer® MaterialScience, Leverkusen, Dtld.) 
gehalten, die bei einer Höhe von 18 cm ein Aufrichten der Tiere ermöglichten (s. Abb. 7). 
Während des gesamten Experiments hatten die Ratten ad libitum Zugang zu Leitungswasser und 
energiereduziertem Pressfutter (Ratten-Alleinfutter V1535000, Fa. ssniff® Spezialdiäten GmbH, 
Soest, Dtld.). Als Einstreu verwendete man entstaubtes und entkeimtes Weichholzgranulat (Fa. 
Rettenmeier & Söhne, Rosenberg, Dtld.), als zusätzliches Nistmaterial wurde Zellstoff angeboten. 
Einmal pro Woche wurden die Käfige gereinigt, und drei Mal wöchentlich frisches Wasser 
angeboten, ansonsten wurden die Tiere außerhalb des Versuchsablaufs nicht gestört. 
 
III.1.2 EQUIPMENT UND INSTRUMENTE 
III.1.2.1 Chirurgisches Instrumentarium und Nahtmaterial 
Das gesamte Operationsbesteck wurde von der Fa. FST (Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, 
Dtld.) bezogen und umfasste 2 anatomische Pinzetten, 2 chirurgische Scheren (spitz-stumpf, 
gerade), 2 Gewebespreitzer und 4 Arterienklemmen (Halsted-Mosquito Hemostats) nach Pean 125 
mm. Die dampfsterilisierten Instrumente wurden zur Zwischendesinfektion in ein 70 %iges 
Ethanolbad eingelegt. Des Weiteren wurden für die Operation ein Kleintierscherer, Tupfer, 
Wattestäbchen und Desinfektionsmittel (Betaisodona®-Lösung (Lsg.), Wirkstoff: Povidon-Iod, 
Mundipharma GmbH, Limburg/Lahn, Dtld.) eingesetzt. 
Der Wundverschluss erfolgte nach Implantation der osmotischen Pumpen mit folgendem 
Nahtmaterial: PERMA-HAND® SEIDE, chirurgisches Nahtmaterial, schwarz geflochten, nicht 
resorbierbar, 4/0, 1,5 metrisch, 45 cm, Nadel: P-3, 13 mm, 3/8 C, Fa. ETHICON®; Vertrieb: 
Johnson-Johnson Intl., Brüssel, Belgien. 
 
III.1.2.2 Injektion von 5‘-Bromo-2‘-deoxyuridin (BrdU) 
In dem vorliegenden Experiment wurde zum Nachweis proliferierender Zellen (s. Kapitel 
III.2.3.2.2 und Kapitel V.1.4) BrdU (Fa. SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim, Dtld.) 
appliziert. Um kumulativ eine genügend hohe Anzahl an BrdU-markierten Zellen zu erhalten, 
wurde den Tieren über einen Zeitraum von acht aufeinander folgenden Tagen jeweils einmal 
täglich eine in 0,9 % Natriumchlorid (NaCl) im Verhältnis 1 : 10 verdünnte BrdU-Lsg. (50 mg 
BrdU/kg KG) intraperitoneal (i.p.) injiziert. Die Injektions-Lsg. hatte eine Konz. von 10 mg/ml. 
Zur Injektion wurden 1ml-Tuberkulinspritzen (BD Plastipak™, Becton Dickinson S.A., Madrid, 
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Spanien) mit 27 G ¾-Kanülen (BD Microlance™ 3, 0,4 x 19 mm, Becton, Dickinson and 
Company, Drogheda, Irland) verwendet, über die den Ratten nach einem KG-adaptierten 
Injektionsschema (s. Tab. 3) individuelle Lösungsmengen i.p. injiziert wurden. 
Gewicht des Versuchstiers 
in [g] 
Menge an BrdU 
in [mg] 
Menge der Injektions-Lsg. 
in [ml] 
100 5 0,5 
150 7,5 0,75 
200 10 1 
250 12,5 1,25 
300 15 1,5 
Tab. 3: Injektionsschema für die BrdU-Grundverdünnung (10 mg/ml) in 0,9 %iger physiologischer Kochsalz-Lsg. (1: 10) in Abhängigkeit 
vom KG des Versuchstiers (50 mg BrdU/kg KG); Umrechnung der Einheiten: 50 mg = 5000 µl = 5 ml. 
 
Unmittelbar vor jeder BrdU-Applikation wurde bei allen Ratten eine Gewichtskontrolle 
durchgeführt und jeweils dokumentiert. Ratten, die in Folge der Operation bzw. des Traumas an 
Gewicht verloren, durch geringe spontane motorische Aktivität auffielen oder durch vermehrten 
postoperativen Blutverlust körperlich geschwächt erschienen, wurden zur Rehydratisierung nach 
Bedarf zwischen 1 ml und 6 ml einer 0,9 %igen NaCl-Lsg. subkutan (s.c.) substituiert. 
 
III.1.3 TIERMODELLE 
III.1.3.1 Kontrollierte kortikale Kontusion 
Das CCII-Modell induziert pneumatisch gesteuert eine mechanische Kontusion und ist 
gegenwärtig das weitentwickeltste Traumamodell. Es wurde initial als Modell des spinalen 
Traumas etabliert26,217, dann als Modell des traumatischen Hirnschadens am Frettchen 
modifiziert252 und schließlich auf die Ratte übertragen106. Letztgenannte Modifikation liegt dem 
methodischen Untersuchungsteil dieser Arbeit zugrunde. Dieses Traumamodell beruht auf einer 
Kraniotomie mit Freilegung der intakten Dura mater. Durch einen druckluftbetriebenen und 
computergesteuerten Schlagbolzen, der in einer Führungshülse gehalten wird, kann zielgerichtet 
ein lokal begrenztes Trauma an der Kortexoberfläche gesetzt werden (s.u.). Dabei ist das 
Kontusionsareal schon makroskopisch als Schädigung der grauen Substanz deutlich abzugrenzen. 
In der Histologie ist das Kontusionsareal anhand neuronaler Zellschädigungen und 
Zelluntergänge vom gesunden Gewebe gut differenzierbar, so dass dessen Größenausdehnung 
durch morphometrische Methoden quantifizierbar wird. Das CCII erlaubt die Simulation vieler 
Phänomene des SHT am Patienten. Die präzise regulierbare Traumastärke korreliert mit 
Störungen im CBF, Blutungen, Hirnödem232, motorischen bzw. kognitiven Ausfällen und 
längeren Regenerationszeiten156,271. Darüber hinaus sind Defizite des räumlichen Gedächtnisses181 
und des nicht-deklarativen Gedächtnisses beschrieben108. Der große Vorteil des CCII liegt in der 
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gezielten, kontrollierten und definierten Traumatisierung des Kortex mit einem folglich fokal 
begrenzten und somit gut quantifizierbaren Gewebeschaden. Die unter kontrollierter Variation 
der Parameter regulierbare Traumastärke (s. Tab. 5) und die Reproduzierbarkeit des 
Traumas75,136,252,421 sind dafür wesentlich. Damit ist die Grundvoraussetzung für die systematische 
Bewertung neuroprotektiver Therapiemethoden in vergleichenden Studien geschaffen271,421. 
 
III.1.3.1.1 Operative unilaterale Trepanation in Vollnarkose 
Zur Vorbereitung auf das zerebrale Trauma wurden die Ratten nacheinander aus den Käfigen 
genommen und mit 0,35 - 0,4 ml einer ketaminhaltigen Anästhetika-Mischung narkotisiert (s. 
Tab. 4). Der Anästhesie-Cocktail wurde in Tuberkulinspritzen aufgezogen und i.p. injiziert. Die 
Narkose trat nach ca. 5 min ein. Vor Beginn der Operation wurde die Narkosetiefe durch 
Testung des Flexorreflexes der Hinterpfote überprüft, und bei Bedarf Narkosemittel i.p. 
nachinjiziert. 
Handelsname 
 
Wirkstoff Konz. 
in [mg/ml] 
Menge 
in [ml] 
Hersteller 
Isotone NaCl-Lsg. 0,9 % - 9 20,0 Fa. BRAUN Melsungen AG, 
Melsungen, Dtld. 
Ketamin 10 % Ketaminhydrochlorid 100 7,5 Fa. Bela-Pharm GmbH & Co. KG, 
Vechta, Dtld. 
Xylazin 2 % Xylazinhydrochlorid 20 8,5 Fa. CP-Pharma Handels-GmbH, 
Burgdorf, Dtld. 
Vetranquil® 1 % Acepromazinmaleat 13,56 0,8 Fa. CEVA TIERGESUNDHEIT 
GmbH, Düsseldorf, Dtld. 
Tab. 4: Zusammensetzung des Anästhesie-Cocktails. 
 
Für die Operation wurden die Tiere am Kopf mit den Ohren und Schneidezähnen in einem 
stereotaktischen Rahmen für Kleintiere (MODEL 900 SMALL ANIMAL STEREOTAXIC 
INSTRUMENT, Fa. David Kopf® Instruments, Tujunga, Kalifornien) positioniert. Um 
während der Narkose einer Austrocknung der Cornea vorzubeugen, wurde den Ratten ein 
Tränenersatzmittel mit zugesetztem Filmbildner (Methocel® 2 %, Wirkstoff: Hypromellose, 
CIBA Vision Corp., Duluth, USA; Vertrieb: CIBA Vision GmbH, Grosswallstadt, Dtld.) in die 
Augen getropft. Die Augenoberfläche wird dadurch von einem dickflüssigen, lang haftenden 
Schutzfilm überzogen, der der Verdunstung von Feuchtigkeit entgegenwirkt. Mit Eintritt der 
Narkose wurde der Ratte zunächst das Kopfhaar vom Operationsareal am Schädel bis in den 
Nackenbereich (für die spätere Pumpen-Implantation) geschoren (Professionelle Akku-
Haarschneidemaschine Typ 1556, Fa. Moser® AnimalLine, WAHL GmbH, Unterkirnach, Dtld.) 
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und die rasierte Kopfhaut im Operationsfeld gründlich mit Betaisodona®-Lsg. desinfiziert. Als 
Lichtquelle diente eine Kaltlichtlampe (KL 1500 electronic, Schott, Dtld.). 
Dann wurde die Kopfhaut mit dem Skalpell ca. 1 cm dorsal der Augen in einem ungefähr 3 cm 
langen Sagittalschnitt entlang der Mittellinie inzidiert, und die umliegende Haut sowie das 
Subkutangewebe bis unter das Periost stumpf abpräpariert (s. Abb. 8). Der freiliegende Knochen 
wurde desinfiziert. 
 
Abb. 8 (a-d): Aufsicht auf den Operations-Situs. Nach Rasur des Kopfhaars und Zugang über einen sagittalen Kopfhautschnitt wird 
das Subkutangewebe bis unter das Periost abpräpariert (aus6). 
 
Im weiteren Operationsverlauf dienten zwei kraniometrische Messpunkte auf der Schädelkalotte 
der Ratte, Bregma und Lambda (s. Abb. 9), der Orientierung. Das rostral gelegene Bregma 
definiert sich als Kreuzungspunkt zweier Schädelnähte, nämlich der Sutura sagittalis mit der 
Sutura coronalis, und ist im stereotaktischen Koordinatensystem des Rattengehirns (vgl.328) als 
Nullpunkt festgesetzt. Der weiter dorsal gelegene Punkt Lambda bildet den Kontaktpunkt der 
Sutura lambdoidea mit der Sutura sagittalis. 
(a) (b) 
(c) (d) 
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Abb. 9: (a) In der Anthropologie verwendete Messpunkte Bregma und Lambda. Darstellung des Trepanationsbereichs (blau) entlang der 
Suturae coronalis, sagittalis und lambdoidea des Rattenschädels (modifiziert nach329). (b) Fotografie eines Rattenschädels (aus1). 
 
Nach Darstellung von Koronar-, Sagittal- und Lambdanaht mit den oben genannten 
anatomischen Landmarken wurde auf der rechten Hemisphäre, mittig zwischen Bregma und 
Lamda lokalisiert, eine 1,5 cm x 1 cm große Kraniektomie ca. 1 mm lateral von der Mittellinie 
vorgenommen. Mit Hilfe eines Mikrobohrers (Fa. FARO, Typ B680, Ornago, Italien) und eines 
geeigneten Bohraufsatzes (Fa. Meisinger USA, L.L.C., Colorado, USA; Vertrieb: Henry Schein® 
Dental Depot GmbH, Regensburg) wurde das umschriebene Areal in der Schädelkalotte mittels 
Trepanation eröffnet, das Knochenfenster abgehoben und der rechte frontoparietale Kortex 
freigelegt (s. Abb. 9). (Während der Kraniektomie wurde der Bohrer kontinuierlich mit 
physiologischer Kochsalz-Lsg. gekühlt.) Die Dura wurde intakt gelassen. Im Anschluss erfolgte 
die stereotaktische Fein-Ausrichtung der frontoparietal trepanierten Kortexoberfläche auf die 
Kontusionseinheit. 
 
III.1.3.1.2 CCII-Apparatur und Traumatisierung in Vollnarkose 
Zur Induktion einer experimentellen, traumatischen Kortexverletzung an Versuchstieren wurde 
die in Studien106,252 erprobte CCII-Apparatur (s. Abb. 10 und Abb. 11) eingesetzt. Dieses 
Traumamodell wurde vom Biomedical Science Department des General Motors Research Laboratory 
konzipiert, von dem Medical Bioengineering Department des College of Virginia weiterentwickelt und ist 
ein gängiges und anerkanntes tierexperimentelles Instrumentarium zur Erzeugung 
standardisierter und reproduzierbarer zerebraler Traumata. 
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Das Druck erzeugende Moment für die Kontusion bildete ein Computer-kontrollierter, 
pneumatisch angetriebener Luftdruckkolben (PNEUMATIC IMPACTOR CONTROLLER, 
Biomedical Engineering Facility, Virginia Commonwealth University, Virginia, USA). Der 
Kontusionsstoß wurde von einem Metallbolzen ausgelöst, der 3 mm im Durchmesser umfasste 
und eine leicht konvexe Oberfläche aufwies. Dabei wurde der Bolzen durch einen 
doppelwirkenden pneumatischen Rundzylinder mit einem Kolbendurchmesser von 19,75 mm 
und einer Hublänge von 5 cm beschleunigt. Der Kolbenstab war mit einer geringen Neigung 
gegen die Vertikale in einem stabilen Metallrahmen montiert. Die akzelerierende Schubkraft 
wurde über einen Druckluftanschluss (Druckluft, DIN EN 12021, GA 229, UN 1002, Luft 
verdichtet, Fa. Lindl, Höllriegelskreuth, Dtld.) aufgebaut und von einem Präzisions-Druckregler 
justiert. Über ein zweites, ebenfalls Druckluft-getriebenes Modul mit eigenem Druckregler 
erfolgte die Rückholbewegung des doppelwirkenden Zylinderkolbens. Für dieses Projekt wurde 
die erste Stoßwelle von 50 psi (high pressure) kombiniert mit einem gedämpfteren Rückstoß von 25 
psi (low pressure). (Die in den USA gebräuchliche Druckeinheit psi bezeichnet „Pfund pro 
Quadratzoll“; für Überschlagsrechnungen gilt: 1 psi ≈ 70 mbar.) 
Der Kontusionsstoß war über einen arretierbaren Sicherheitsschalter auslösbar. Die Kontaktzeit, 
also die Zeit bis zum Einsetzen der Rückholbewegung, ließ sich über einen variablen 
Zeitverzögerungsschalter einstellen. Auf dem Tisch des Metallrahmens war eine stereotaktische 
Halterung montiert, die es durch Höhen-, Seiten- und Neigungsverstellung erlaubte, das in 
diesem Rahmen fixierte Tier präzise gegenüber dem Kontusionsbolzen auszurichten. Für die 
Einstellung des Kontusionsablaufs wurde der Bolzen zunächst in Kontakt mit der Dura gebracht, 
was durch ein tiefenverstellbares Schraubgewinde ermöglicht wurde. Hierbei wurde der 
Stereotaxieschlitten derart positioniert, dass die Schlagrichtung in radiärer Richtung zur konvexen 
Kortexoberfläche stand. Dadurch verlief der Bolzenstab unter einem Aufschlagwinkel von 41 ° 
im Zentrum der Kraniotomie parallel zur Gehirnoberfläche. Die Impressionstiefe konnte dann 
durch Verschrauben der Bolzenspitze eingestellt werden, wobei die Ganghöhe des Gewindes 1 
mm/Umdrehung entsprach. Die Bolzenspitze wurde zur Sicherung der Impressionstiefe durch 
eine Mutter gekontert. 
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Abb. 10: Schemazeichnung der CCII-Apparatur mit (a) Druckluftflasche, (b) Nieder- und Hochdrucksteuerung, (c) Schlagbolzen, (d) 
Druckventil, (e) dem linearen variablen Differentialtransformer, (f) Halterungsrahmen, (g) Stereotaxieschlitten, (h) Frequenzgenerator und 
Phasenshifter und (i) LabView-Programm-Routine (modifiziert nach106). 
 
 
 
Abb. 11: Traumamodell des CCII. Abgebildet ist die Kontusionseinheit bestehend aus (1) dem am Stahlrahmen fixierten Kontusionsschlitten 
mit Bolzen und (2) dem höhenverstellbaren Tisch mit stereotaktischer Halterung, in welcher die Versuchstiere fixiert werden. 
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Für die Kontusionierung im aktuellen Experiment wurden die biomechanischen Parameter der 
CCII-Apparatur gemäß Tab. 5 gewählt. 
Parameter an der CCII-Apparatur  
Maximale Impressionsgeschwindigkeit 4,4 m/s 
Impressionstiefe 2 mm 
Impressionsdauer 320 ms 
Kontusionsdruck 50 psi 
Rückholdruck 25 psi 
Kontusionskraft 200 N 
Rückholkraft 20 N 
Tab. 5: Biomechanische Parameter zur Traumatisierung am CCII-Modell. 
 
Nach Einstellung aller apparativen Parameter wurde die narkotisierte und im Stereotaxie-Rahmen 
unter der Kontusionseinheit fixierte Ratte sorgfältig mit der Trepanationsfläche gegenüber dem 
Kontusionsbolzen ausgerichtet. Mit Auslösen des Kontusionsstoßes drang der Bolzen mit einer 
Geschwindigkeit von 4,4 m/s in die Dura ein und verursachte dabei gezielt eine Deformation 
von 2 mm Gewebstiefe. Es wurde ausschließlich der rechtsseitige frontoparietale Kortex 
läsioniert. Die Lokalisation und Ausdehnung der Läsion ließ sich makroskopisch beim Schneiden 
des Gehirns am Schlittenmikrotom sowie mikroskopisch beim Vergleich des traumatisierten 
Kortex mit der nicht läsionierten, contralateralen Hirnhemisphäre überprüfen. 
Die Kontrolltiere (keine kortikale Traumatisierung, keine Pumpen-Implantation) wurden ohne 
Anwendung des CCII der Anästhesie und nach Inzision der Kopfhaut der Kraniektomie mit 
anschließender Wundversorgung unterzogen. 
Vor dem Wundverschluss wurde den traumatisierten Versuchsgruppen in einem zweiten 
Operationsschritt ein intrazerebroventrikuläres Pumpsystem implantiert. 
 
III.1.3.2 Implantation der osmotischen Minipumpe incl. zerebralem Infusions-Kit von 
ALZET® 
III.1.3.2.1 Technische Deskription des Infusionssystems 
Die verwendete Miniaturpumpe wird für den Gebrauch in Tierlabors hergestellt und 
ausschließlich in Versuchstiere implantiert. Die osmotischen Pumpen der Fa. Alzet® bieten eine 
Vielfalt an Applikationsmöglichkeiten (für Ratten mit einem Minimalgewicht von 20 g) und 
wurden bereits für viele unterschiedliche Substanzen erprobt. 
In diesem Projekt wurden ALZET® Minipumpen eingesetzt, um die Testsubstrate dauerhaft s.c. 
applizieren zu können. Das implantierte Modell infundiert osmotisch über einen Zeitraum von 
sieben Tagen kontinuierlich und in kontrollierter Dosis ein appliziertes Agens in das Gewebe, 
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Abb. 13: Osmotische Minipumpen der Fa. Alzet®, 
dargestellt in unterschiedlichen Größen (aus6). 
Abb. 12: Dosis-Wirkungs-Kurve bei Applikation einer Testsubstanz über eine 
osmotische Pumpe (aus6). 
ohne dabei der Konnektion 
eines externen Systems zu 
bedürfen oder das Versuchstier 
häufig manipulieren zu müssen 
(s. Abb. 12). Um bei der 
Implantation des 
Fremdmaterials das Milieu 
keimfrei zu halten, wurden die 
ALZET®-Pumpen im 
Produktionsprozess einer 
sterilisierenden Strahlendosis 
(60Co) ausgesetzt. 
Osmotische Minipumpe von ALZET®. Die ALZET®-Pumpe (ALZET® Osmotic Pumps, 
MODEL 2001, DURECT™ Corporation, Cupertino, Kalifornien, USA; Vertrieb: Fa. Charles 
River (WIGA) GmbH, Sulzfeld, Dtld.) (s. Abb. 13) hat ihr Wirkungsoptimum bei einer 
Temperatur von 37 °C. Die osmotische Pumpe besitzt ein Reservoirvolumen von ca. 200 µl bei 
einer Pumprate von 1,0 ± 0,15 µl/h und einer Abgabeperiode von sieben Tagen. Die Pumpdauer 
errechnet sich dabei nach der Formel: 
D = (V/Q) (.95), wobei 
D die Dauer in Stunden bezeichnet, V das Fassungsvolumen des Pumpenreservoirs in µl 
beschreibt und Q die Pumprate in µl/h angibt. 
Das Modell 2001 der Fa. Alzet erhält die 
konstante Abgaberate bis zum Absinken des 
Füllungsvolumens auf unter 5 % aufrecht. 
Danach fällt die Pumprate schnell auf Null ab. 
Diese Daten, mittleres Füllvolumen und mittlere 
Pumprate einschließlich der entsprechenden 
Standardabweichungen, wurden für jede Charge 
durch Herstellerangaben näher spezifiziert. Mit 
einer Länge von 3,0 cm, einem Durchmesser von 
0,7 cm und einem Leergewicht von 1,1 g hat die Pumpe ein totales Fassungsvermögen von ca. 
1,0 ml. (Gefüllt hat die Pumpe dementsprechend ein Gewicht von ca. 1,11 g.) Die ALZET® 
Minipumpe setzt sich aus drei unterschiedlichen Komponenten zusammen: aus dem 
Substratreservoir, der osmotischen Brücke und aus der semipermeablen Membran (s. Abb. 14). 
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Ein zusätzlicher Bestandteil ist der Flussmodulator, welcher aus einer 21 G Nadel mit einer 
Plastikkappe am Ende besteht. Diese Nadel wurde nach dem Füllen in die Pumpe gesteckt. 
 
Abb. 14: Schematische Darstellung des Innenlebens einer ALZET® Minipumpe (modifiziert nach6). 
 
Pumpengehäuse. Das Pumpengehäuse besteht aus einer äußeren semipermeablen Membran 
aus einem Zellulose-Ester-Gemisch und einer nichtpermeablen inneren Membran aus einem 
thermoplastischen Kohlenwasserstoff-Elastomer. Letztere umgibt das Substratreservoir, einen 
zylindrischen Hohlraum, der keinen Austausch mit der osmotischen Flüssigkeit des 
Nachbarraumes erlaubt. Als treibende Kraft für die Abgabe des eingefüllten Testwirkstoffes 
fungiert die osmotische Differenz zwischen der Reservoirkammer und der Umgebung. Das 
Substratreservoir enthält eine hohe Konz. an NaCl, welches einen für den Substrataustausch 
wirksamen osmotischen Gradienten aufrechterhält. Das hyperosmolare Milieu zwischen den 
beiden Membranen führt nach Implantation der Pumpe in den Körper der Ratte zu einem 
passiven Einstrom einer konstanten Flüssigkeitsmenge (Wasser) über die semipermeable äußere 
Membran. Durch den Flüssigkeitseinstrom wird ein konstanter Druck aufgebaut, der konsekutiv 
eine Kompression des Substratreservoirs bewirkt. Das Reservoir, bestehend aus elastischem 
Material (Kohlenwasserstoff-Elastomer), gibt den eingefüllten Wirkstoff sukzessive aus der 
Austrittsöffnung (über den Katheter) in das Gewebe ab. 
Die Rate, mit der das Agens freigesetzt wird, ist direkt abhängig von der Wasserdurchlässigkeit 
der semipermeablen Membran und dem osmotischen Gradienten zwischen den beiden Räumen. 
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Abb. 15: Technische Skizze vom Aufbau des zerebralen Infusions-Kit (aus6). 
 
Während das Volumen, das pro Zeiteinheit freigegeben wird, konstant ist, lässt sich die Menge 
des Infusats steigern, indem man seine Anfangskonzentration erhöht. 
Befüllungskanüle. Zur Pumpenbefüllung wurde eine feine, stumpfe Kanüle (27 G) von 2,2 cm 
Länge, einem Außendurchmesser von 0,04 cm und einem Innendurchmesser von 0,02 cm 
mitgeliefert. 
Flussregler. Um Einfluss auf die Pumprate zu nehmen, wird ein Flussregler in der 
osmotischen Pumpe platziert. Diese Regelgröße ist 2,4 cm lang, hat 21 G, einen 
Außendurchmesser von 0,08 cm, einen Innendurchmesser von 0,05 cm und ein Gesamtgewicht 
von 0,2 g. Sie setzt sich aus drei Materialien zusammen. Die Verschlusskappe ist aus Polyethylen 
gefertigt, der Kanülenaufsatz besteht aus Styrol-Acrylnitril und das Röhrchen aus rostfreiem 
Stahl. 
Zerebraler Infusions-Kit von ALZET®. Der ALZET® Brain Infusion Kit ist ein zerebrales 
Infusionssystem, das über eine 
operativ in den Schädel 
eingesetzte Kanüle einen 
direkten Zugang zum ZNS 
ermöglicht (s. Abb. 15). 
Konnektiert mit der zuvor 
beschriebenen, osmotischen 
ALZET® Minipumpe können 
Testpräparate kontinuierlich 
lokal im ZNS appliziert werden. Die Applikationsform einer Substanz entscheidet neben ihren 
physikochemischen Charakteristika (z.B. Molekulargewicht und Konzentration) und/oder ihren 
Bindungseigenschaften sowie der Metabolisierung im Gehirn über das Ausmaß ihrer Distribution 
im Gewebe. Im Unterschied zur Punktion spezifischer fester Gewebsstrukturen im Gehirn, die in 
einer umschriebenen, lokoregionären Wirkung des Substrats in der jeweiligen zerebralen Struktur 
resultiert, werden durch eine intraventrikuläre Applikation infolge der Liquorzirkulation und 
Diffusion weite Gehirnareale der infundierten Substanz ausgesetzt374. In jedem Fall ist die 
Methode der zerebralen Infusion experimentell von Vorteil, wenn ein Substrat Effekte auf das 
ZNS hat, es aber die BBB nicht passieren kann. Mit Hilfe dieser Technik kann der Wirkstoff 
direkt im Gehirn appliziert werden, und seine lokalen Effekte im ZNS können unabhängig von 
den Wirkmechanismen in der Peripherie erforscht werden. 
Zerebrale Infusionskanüle. Die zerebrale Infusionskanüle besteht aus einer Kanüle aus 
rostfreiem Stahl und einem Kanülenaufsatz aus Polycarbonat. Sie fasst ein Volumen von 0,323 µl. 
Die zugehörigen Maßangaben sind der Tab. 6 zu entnehmen. 
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Spacer. Zur Justierung und individuellen Modifikation der zerebralen Eindringtiefe der 
Infusionskanüle wurden Abstandshalter, sog. Spacer aus Polycarbonat, mitgeliefert. Ein Spacer 
misst 3,4 mm (± 0,1) im Durchmesser und ist 0,5 mm (± 0,1) dick. Mit Cyanacrylat können bis 
zu vier Spacer an der Basis der Infusionskanüle fixiert werden, so dass im Anschluss noch ein 
Wundverschluss möglich ist. In diesem Experiment wurde kein Spacer eingesetzt, da die gesamte 
Kanülenlänge (0,5 mm) intrazerebral zu liegen kommen sollte. 
Katheter. Der Katheterschlauch besteht aus Polyvinylchlorid, ist (ungekürzt) ca. 15 cm lang 
und hat einen Innendurchmesser von 0,69 mm (± 0,08) sowie einen Außendurchmesser von  
1,14 mm (± 0,08). 
Abmessungen der Infusionskanüle 
 
Maße in [mm] (± 0,1) 
Gesamthöhe 12,5 
Gesamtlänge 6,8 
Länge der Kanüle 5,0 
Durchmesser des Kanülenaufsatzes 3,4 
Außendurchmesser des distalen/intrazerebralen Kanülen-Arms 0,36 
Außendurchmesser des proximalen/externen Kanülen-Arms 0,81 
Tab. 6: Abmessungen der zerebralen Infusionskanüle, Angaben auf ± 0,1 mm genau. 
 
Konnektion von Pumpe und Katheter. Vor Befüllung des Infusionssystems wurde die 
osmotische Minipumpe mit dem Katheter und der Infusionskanüle verbunden (s. Abb. 16). 
Zuerst wurden die stereotaktischen Koordinaten der gewünschten Infusionsstelle festgelegt, und 
die dafür benötigte Kanülenlänge kalkuliert. Nach Angaben der Fa. DURECT müssen Kanülen 
zur Ventrikelpunktion 4 bis 5 mm unter der Schädeldecke positioniert werden. Diese Vorgabe 
gilt für Versuchstiere mit einem KG von näherungsweise 250 g und ist individuell zu überprüfen. 
Unter Abwägung der Tiergröße, Schädelknochendicke und der stereotaktischen Koordinaten des 
Punktionsortes wurde für die L-förmige Kanüle eine Penetrationstiefe von 5 mm (ohne Einsatz 
von Spacern) gewählt. Der Katheter mit einer Gesamtlänge von 15 cm diente als 
Verbindungsstück zwischen der Infusionskanüle und dem Flussregler der ALZET® Pumpe. Vor 
Konnektion wurde die Distanz gemessen, mit der die Kanüle später zur Pumpe positioniert 
würde. Der Katheterschlauch sollte laut Hersteller 25 % länger sein als der gemessene Abstand, 
um dem Tier Freiheitsgrade in der Bewegung von Kopf und Nacken zu lassen. Für eine 
intraventrikuläre Infusion empfiehlt die Fa. bei einem durchschnittlichen Tiergewicht von 250 g 
eine Katheter-Länge von ca. 10 cm, wobei die Kanüle ca. 3 mm posterior des Bregma positioniert 
werden sollte. Entsprechend dieser Überlegungen wurde der Katheterschlauch vor Implantation 
auf eine Länge von ca. 10 cm zugeschnitten und an einem Ende mit der Infusionskanüle 
konnektiert. Das andere Ende wurde probeweise mit dem Flussregler verbunden, um durch 
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leichtes Ziehen an dem fertig installierten Pumpsystem die Haftung zu überprüfen. Keines der 
Enden durfte leicht disloziert werden können. Anschließend wurde das mit dem Flussregler in 
Kontakt stehende Katheterende für die folgende Befüllung wieder diskonnektiert. 
 
Abb. 16: (a) Schemazeichnung und (b) Foto einer osmotischen Pumpe nach Konnektion an das zerebrale Infusionssystem (Kit) (aus6). 
 
III.1.3.2.2 Pumpenbefüllung 
Erstellen der Grundverdünnung der Testsubstrate. Bei allen Arbeitsschritten wurde sorgfältigst auf 
eine sterile Technik bei der Handhabung, Füllung und Implantation des ALZET® 
Infusionssystems sowie der Bedienung der Geräte geachtet und es wurden OP-Handschuhe 
getragen, um den Materialkontakt mit Hautfett zu vermeiden. Dazu wurde in der 
Inkubationsphase mit den Pumpen unter der Zellkulturwerkbank (Sterilbank Biohazard Gelaire 
BSB 4, FLOW LABORATORIES GmbH, Meckenheim, Dtld.) gearbeitet. 
Da das installierte Pumpsystem unmittelbar nach Implantation einsatzbereit sein sollte, musste 
das Material vor Operationsbeginn gemäß Herstellerangaben mindestens vier bis sechs Stunden, 
vorzugsweise über Nacht, mit befüllter Reservoirkammer in einer sterilen isotonen NaCl-Lsg. bei 
37 °C inkubiert werden. Es bedurfte der angegebenen 4 - 6 h, damit die Pumpe ihre volle 
Pumpleistung erreichte, und die Infusion der gespeicherten Präparate in konstanter Rate erfolgte. 
Zudem wurde dadurch das Risiko minimiert, dass die Infusions-Lsg. in der Kanüle ausfällt, oder 
die Kanüle während des Infusionsvorganges durch Gewebe verlegt wird. 
Daher wurden am Vortag der Operation die Grundverdünnungen der drei Testsubstanzen 
hergestellt: 
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PEDF. PEDF (BioProducts MD, LLC, Maryland, Inc., USA) wurde zunächst in Aqua 
destillata (dH2O) (Aqua, B. Braun, Melsungen, Dtld.) (1 µg/µl) gelöst und dann in zwei 
unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Entsprechend dem Reservoirvolumen von ca.  
200 µl/Pumpe wurde das gelöste PEDF in künstlichem zerebrospinalen Liquor (artificial 
cerebrospinal fluid (aCSF)) auf Konzentrationen von 5 µg/ml sowie von 10 µg/ml verdünnt. 
Künstlicher zerebrospinaler Liquor. Neben den PEDF-Wirkstoffen wurden Pumpen auch 
ausschließlich mit aCSF (laborinterne Herstellung, s. Tab. 7) als Transportmedium (Vehikel) 
befüllt. Diese im Experiment mit „aCSF“ bezeichnete 3. Versuchsgruppe diente der Kontrolle 
und dem Vergleich mit den beiden „PEDF-Gruppen“ (s. Versuchsablauf, Kapitel III.1.3). 
Wirkstoff Menge Hersteller 
Natriumchlorid (NaCl) 148,0 mM Merck, Darmstadt, Dtld. 
Kaliumchlorid (KCl) 3,0 mM Merck, Darmstadt, Dtld. 
Calciumchlorid (CaCl2) 1,4 mM Merck, Darmstadt, Dtld. 
Magnesiumchlorid (MgCl2) 0,8 mM Merck, Darmstadt, Dtld. 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) 1,5 mM Merck, Darmstadt, Dtld. 
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) 0,2 mM Merck, Darmstadt, Dtld. 
Rattenserumalbumin 100 µg/ml Sigma-Aldrich, Steinheim, Dtld. 
Gentamycin 50 µg/ml PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Dtld. 
Tab. 7: Zusammensetzung des aCSF-Cocktails (pH = 7,4). 
 
Die Menge der Förderleistung wurde dabei nach der mathematischen Gleichung 
k0 = Q x Cd 
kalkuliert. Die Menge der Pumprate k0, angegeben in µg/h, errechnet sich aus dem Produkt 
zwischen dem Fördervolumen Q in µl/h und der Konz. Cd des in dem Transportmittel gelösten 
Agens in µg/µl. 
Vor Befüllung wurde unter sterilen Bedingungen das Leergewicht der Pumpe ermittelt. 
Anschließend wurden die vorbereiteten Substrate, die PEDF-Lösungen und aCSF, in 1 ml-
Tuberkulinspritzen aufgezogen und (je nach Katheterlänge) in einer Menge von ca. 200 - 300 µl 
in die vorgesehenen Pumpen und Katheter eingebracht. 
Befüllung der einzelnen Kompartimente. 
Reservoirkammer der osmotischen Pumpe. Nach dem Füllen der Pumpe (s. Abb. 17) wurde 
das Gewicht erneut bestimmt, und anhand der Differenz zwischen dem Gewicht der befüllten 
Pumpe und ihrem Leergewicht kontrolliert, dass das Mindestfüllvolumen eingebracht worden 
war. Das Füllungsvolumen lag bei jedem Versuch über 90 % des Reservoirvolumens der Pumpe. 
Damit war sichergestellt, dass während des Füllungsvorganges keine Luftblasen in der 
Reservoirkammer der Pumpe eingeschlossen worden waren. 
III. Material und Methodik 
51 
 
Abb. 17: (a) Demonstration der Befüllung des Substratreservoirs einer osmotischen Pumpe. Zu Anschauungszwecken ist die Injektions-Lsg. 
angefärbt. (b) Anschließend wird der Flussregler in die befüllte Pumpe eingesetzt (aus6). 
 
Katheterschlauch. Vor dem eigentlichen Befüllen wurde die Katheterlänge unter 
Zugeständnis eines gewissen Spielraums festgelegt, der Katheterschlauch entsprechend 
zugeschnitten und an einem Ende mit der Infusionskanüle verbunden. An dem freien Ende des 
Katheterschlauches wurden mit der gleichen Technik und unter den gleichen 
Vorsichtsmaßnahmen wie zuvor über die mitgelieferte Füllungskanüle die jeweiligen Lösungen in 
den Katheter appliziert (s. Abb. 18). Dieser wurde im Anschluss an den Flussregler konnektiert. 
 
Abb. 18: (a-c) Darstellung der Befüllung des Katheterschlauches. Zu Demonstrationszwecken ist die Injektions-Lsg. angefärbt. In (d) wird die 
Katheter-Öffnung von der Benetzung mit überschüssigem Substrat gereinigt und dann (e) an den Flussregler in der Pumpe angeschlossen. Der 
Katheter ist am anderen Ende mit der Infusionskanüle verbunden (a-e) (aus6). 
 
Über Nacht wurden die unterschiedlich befüllten Pumpsysteme im (mikrobiologischen) 
Brutschrank (Typ B6060, Heraeus instruments, Osterode, Dtld.) in das 37 °C warme isotone 
(a) (b) 
(a) (b) 
(c) (d) 
(e) 
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Abb. 19: Foto des eingesetzten Stereotaxie-Systems der Fa. David Kopf® 
(aus3). 
NaCl-Bad gestellt und bis zur Implantation dort einzeln und aufrecht in markierten 
Bechergläsern vorinkubiert. Dieses Vorgehen gewährleistete die sofortige maximale Pumprate im 
Tier. 
 
III.1.3.2.3 Operative unilaterale Implantation des Infusionssystems 
Subkutane Implantation der osmotischen Pumpe in eine medioskapuläre Hauttasche. Im Anschluss an 
das kortikale Trauma wurden die Versuchstiere für eine weitere stereotaktische Operation, die 
Implantation der ALZET® Pumpen, vorbereitet. Die subkutane Implantation der Pumpe erwies 
sich als optimale, weil für die Ratten nur einmalig mit „Stress“ verbundene Lösung für die 
dauerhafte Zufuhr der Testagentien. 
Präoperativ wurde die bereits narkotisierte und rasierte Ratte neuerlich am Kopf mit den Ohren 
und Schneidezähnen in dem Stereotaxie-System fixiert und unter Sterilhaltung des 
Operationsfeldes in Bauchlage positioniert (s. Abb. 19). Die mediosagittale Inzision der Kopfhaut 
bis zum Periost/Schädelkalotte, die zuvor für die Trepanation angelegt worden war, wurde als 
operativer Zugang für die Implantation genutzt. Mit Hilfe einer Arterienklemme wurde die Haut 
der linken Schädelhälfte ½ cm lateral 
der Medianebene, beginnend von 
nuchal, stumpf 5 cm nach kaudal vom 
subkutanen Bindegewebe abpräpariert. 
So entstand durch vorsichtiges Tunneln 
medioskapulär eine kleine Hauttasche, 
in welche die Pumpe subkutan 
eingebettet wurde (s. Abb. 20). Die 
subkutane Implantation bot sich als 
einfachste Technik und v.a. im Sinne 
der Versuchstiere als minimal invasiver 
Zugang an. Die Lokalisation am Rücken 
wurde gewählt, um auszuschließen, dass 
die Ratte das irritierte Hautareal mit der 
Schnauze oder den Extremitäten 
aufkratzen, sich verletzen und die 
Pumpe freilegen würde. 
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Abb. 20: (a-c) Dargestellt ist die medioskapuläre Anlage einer subkutanen Hauttasche durch vorsichtiges Tunneln. In (d-e) wird das 
Pumpengehäuse implantiert, wobei der Flussregler mit dem angeschlossenen Katheter nach rostral weist (aus6). 
 
Intrazerebroventrikuläre Einlage der Infusionskanüle. Anschließend wurde die Implantation der 
Infusionskanüle vorbereitet. Unter Orientierung an den beiden kraniometrischen 
Referenzpunkten Bregma und Lambda wurden die zuvor bestimmten stereotaktischen 
Koordinaten (lateral: + 1,4; anterioposterior: - 0,8; dorsoventral: - 5) mit Hilfe des Stereotaxie-
Systems aufgesucht. Eine Bleistift-Markierung legte den Schnittpunkt der Koordinaten als 
Punktionsort der Infusionskanüle fest. An dieser Marke wurde über ein feines Bohrloch, das 
gerade groß genug war, um eine Penetration der Infusionskanüle zu erlauben, vorsichtig 
trepaniert. Um die Kanüle intraventrikulär präzise zu positionieren, wurde der Kanülenaufsatz 
nicht manuell geführt, sondern in einem Implantationshalter an dem Schwenkarm des 
Stereotaxie-Rahmens fixiert. In dieser Haltevorrichtung wurde die Infusionskanüle durch die 
Schädelkalotte in den linken Seitenventrikel eingeführt, bis die Abstandbuchse nach der 
erwünschten Eindringtiefe von 5 mm auf der Schädeldecke aufsaß. Der externe Arm der 
Infusionskanüle kam dabei parallel zur Kalottenoberfläche zu liegen (s. Abb. 21). 
(b) 
(c) (d) 
(e) 
(a) 
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Abb. 21: (a-b) Darstellung des Situs während der koordinatengetreuen Anlage des Bohrlochs und (d-f) während bzw. nach Punktion des (hier) 
rechten Seitenventrikels mit der ALZET®-Infusionskanüle. (c) Die präzise Implantation der Kanüle erfolgt unter Führung an der 
Implantationshalterung des stereotaktischen Schwenkarms (aus6). 
 
Nach dem Beschluss der gesamten Operation wurde die Kopfhaut mit einer Wundnaht adaptiert. 
Abschließend wurde die Kopfhaut im Operationsareal nochmals mit Betaisodona® desinfiziert, 
und den Tieren zur Prophylaxe wiederum eine Augensalbe (Bepanthen® Augen- und 
Nasensalbe, Wirkstoff: Dexpanthenol, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Whylen, Dtld.) 
appliziert. 
Beide Operationen, das CCII und die Implantation des intraventrikulären Pumpsystems, nahmen 
pro Ratte ca. 30 min in Anspruch. 
Nach Abgabe des Infusats wurden die Pumpen und der Infusions-Kit am 7. postoperativen Tag 
explantiert (s. Kapitel III.2.1.1). Nach Explanation konnte über das Residualvolumen der 
Pumpen die Abgabetätigkeit verifiziert werden. Anhand des ursprünglichen Füllvolumens und 
(a) (b) 
(c) (d) 
(e) (f) 
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des Restvolumens konnte eine durchschnittliche Pumprate berechnet werden, die mit den 
Angaben des Herstellers in jedem Fall übereinstimmte. 
 
III.1.4 VERSUCHSABLAUF UND EINTEILUNG DER BEHANDLUNGSGRUPPEN 
III.1.4.1 Versuchsablauf 
Der Versuchsablauf orientiert sich an dem unten aufgeführten, an früheren Traumamodell-
Studien erprobten Zeitschema (s. Abb. 22), in dem alle geplanten Aktionen und deren 
Rahmenbedingungen erfasst sind. Der Versuchsaufbau erforderte eine ruhige und zielgerichtete 
Behandlung der Tiere. 
Alle Versuchstiere erhielten am Operationstag sowie an den sieben darauf folgenden Tagen 
Injektionen von BrdU. Abgesehen von den Kontrolltieren wurde an allen Ratten intraoperativ 
eine unilaterale kontrollierte Traumatisierung des zerebralen Kortex der rechten Hemisphäre 
vorgenommen, und anschließend durch einen Eingriff in der contralateralen Hemisphäre ein 
ventrikuläres Pumpsystem installiert. So konnte über eine siebentägige Periode kontinuierlich eine 
definierte Konz. verschiedener Testsubstanzen in das ZNS infundiert werden. Am Morgen des 8. 
Experimenttages wurde die Versuchsreihe nach der letzten BrdU-Gabe durch transkardiale 
Perfusion beendet. Im Anschluss erfolgte die histologische Untersuchung der Gehirne. 
 
Abb. 22: Schematische Darstellung des gesamten Versuchablaufs und des Zeitplans der einzelnen Versuchsschritte. 
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III.1.4.2 Versuchsgruppen 
Das Projekt basiert auf fünf unterschiedlichen Versuchsgruppen. Aus anfänglich 40 
Versuchstieren wurden fünf Gruppen à 5 ≤ n ≤ 9 Tiere gebildet. Vor jeder Intervention wurden 
die Tiere aller Gruppen täglich gewogen (Waage: Sartorius AG, Göttingen, Dtld.), und der 
Verlauf des Körpergewichts während der achttägigen Beobachtungsphase notiert. Die Tiere 
wurden während der Versuche weiterhin einzeln in den Käfigen gehalten, und täglich ihr 
Gesundheitszustand beurteilt. Welche Behandlungsmethode die jeweilige Ratte erfuhr, wurde 
unmittelbar vor Operationsbeginn durch das Los entschieden. Die Gruppenzugehörigkeit war 
durch Nummerierung der Käfige und durch die zusätzliche Kennzeichnung der Ratten mit den 
offiziellen Ohrmarken bekannt. 
Versuchsgruppe 1: Intakte Kontrolle (iCON). Unter den Versuchsgruppen fungiert die 1. 
Gruppe als Kontrollgruppe, bezeichnet als „intact control  (iCON)“, der zusammen mit 
den Ratten aller anderen Gruppen vom Experimentbeginn am 1. Tag bis zum 8. und letzten 
Versuchstag jeweils einmal täglich zur selben Zeit (ca. 16.00 h) eine in 0,9 % NaCl verdünnte 
BrdU-Lsg. (50 mg/kg KG) i.p. injiziert wurde. In den ersten experimentellen Schritten 
unterschied sich die Behandlung der 1. Gruppe nicht von der der übrigen Gruppen. Die 
Kontrolltiere wurden zunächst narkotisiert und in der Stereotaxie-Halterung eingespannt. Nach 
der Rasur und Desinfektion des Operationsareals wurde wie bei den anderen Versuchsgruppen 
die Kopfhaut bis zum Periost mediosagittal inzidiert, die Schädelkalotte freipräpariert und 
anschließend das definierte Areal trepaniert. Im Unterschied zum weiteren Procedere bei den 
Gruppen 2 bis 5 wurde bei den Kontrolltieren kein CCII durchgeführt, sondern die Kopfhaut 
nach Entnahme des ca. 1,5 x 1 cm großen Knochenfensters mit einer Wundnaht adaptiert. 
Versuchsgruppe 2: Läsion (Lx). Während Gruppe 2, tituliert als „lesion (Lx)“, 
ausschließlich läsioniert wurde, hat man bei den übrigen drei Gruppen nach Durchführung der 
CCII stereotaktisch ein von einer intrakorporalen osmotischen Pumpe betriebenes 
Infusionssystem in die zum späteren Trauma contralaterale Hemisphäre implantiert, welche über 
einen Katheterschlauch mit einem zerebralen Infusionssystem in den l inken Seitenventrikel 
führt. Die Reservoirkammer der Pumpe wurde mit 300 µl befüllt und gab über einen Zeitraum 
von sieben Tagen konstant 1 (± 0,15) µl/Stunde ab. So wurden je nach Versuchsgruppe 
unterschiedliche Agentien in das Liquorsystem der Ratten infundiert und gelangten durch die 
Liquorzirkulation auch in das auf der Seite der Läsion gelegene, ipsilaterale Ventrikelsystem. 
Versuchsgruppe 3: Künstlicher zerebrospinaler Liquor (aCSF). In die Pumpen von Gruppe 3 
wurden 300 µl künstlicher zerebrospinaler Liquor, daher „aCSF“ genannt, eingebracht. 
Während hier in Form von aCSF ausschließlich das Transportmedium (Vehikel) infundiert 
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wurde, erhielten die 4. und 5. Versuchsgruppe die in Wasser gelösten und mit aCSF verdünnten 
eigentlichen Testwirkstoffe. 
Versuchsgruppen 4 bzw. 5: PEDF 5 µg/ml (PEDF 5) bzw. 10 µg/ml (PEDF 10). Den Tieren der 
letzten beiden Behandlungsgruppen applizierte man über die Alzet®-Pumpe PEDF 
unterschiedlicher Konzentrationen. Während Gruppe 4 die niedrigere Wirkstoffmenge von 
PEDF = 5 µg/ml („PEDF 5“) erhielt, erhöhte man in Gruppe 5 auf PEDF = 10 µg/ml 
(„PEDF 10“). 
Am 8. Tag nach Versuchsbeginn wurde das Experiment im Anschluss an die letzte BrdU-Gabe 
mit der transkardialen Perfusion der Tiere aller Gruppen abgeschlossen. Dabei wurde das 
zerebrale Infusionssystem samt der osmotischen Minipumpe unter Beachtung der 
Herstellerangaben (DURECT™ Corporation) aus der subkutanen Hauttasche bzw. dem linken 
Seitenventrikel der Ratte explantiert. 
 
 
III.2 EX VIVO-UNTERSUCHUNG: HISTOLOGISCHE VERFAHREN 
Durch die histologische Bewertung des Gehirngewebes nach der Induktion des fokalen Traumas 
konnten Schadensprozesse auf zellulärer Ebene erkannt werden. Primär verletzte Strukturen 
wurden von neuronalen Reaktionen des umliegenden Gewebes abgegrenzt. 
 
III.2.1 AUFBEREITUNG DER GEHIRNE 
Die chemische Zusammensetzung der zur Aufbereitung des Gewebes eingesetzten 
Fixativflüssigkeiten ist in Kapitel III.2.2 angeführt. 
 
III.2.1.1 Transkardiale Perfusion, Explantation des Infusionssystems und Gehirnentnahme 
Nach einer achttägigen Experimentphase erfolgte am Morgen des 8. Tages ca. zwei Stunden nach 
der letzten Applikation von BrdU die Perfusion der Tiere mit der nachfolgenden Entnahme der 
Gehirne. 
Um das zerebrale Gewebe für die immunhistochemischen Färbungen aufzubereiten, wurden die 
Ratten zunächst gewogen und anschließend durch i.p. Gabe von 0,3 ml eines Anästhetikums 
(NARCOREN®, Wirkstoff: Pentobarbital-Na., Tierärztlicher Dienst, Dr. med. Spruss, 
Universität Regensburg) in eine tiefe, irreversible Narkose gelegt. Nachdem die Tiere auf 
Schmerzreize keine Reaktion mehr zeigten, wurde der Thorax der Nagetiere durch eine 
Thorakotomie eröffnet. Nun wurde die Herzspitze mit einer Klammer über den rechten und 
linken Ventrikel abgeklemmt und mit einer Schere mediosagittal eingeschnitten. Über diese 
Öffnung wurde eine abgerundete Perfusionsnadel in den linken Ventrikel eingebracht und unter 
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vorsichtigem, kurzzeitigem Öffnen der Klammer in der Aorta ascendens positioniert. Um die 
Perfusion auf die obere Körperhälfte zu beschränken, wurde die Aorta abdominalis abgeklemmt. 
Das rechte Atrium wurde im Bereich des Herzohrs mit der Schere eröffnet, damit die 
Perfusionsflüssigkeit abfließen konnte. Angeschlossen an eine Peristaltikpumpe (Ismatec® Midi-
Vario, Typ ISM880, Fa. Ismatec SA, Labortechnik – Analytik, Glattbrugg-Zürich, Schweiz; 
Vertrieb: ISMATEC Laboratoriumstechnik GmbH, Wertheim-Mondfeld, Dtld.) wurden über das 
installierte Perfusionssystem zuerst ca. 84 ml isotoner Kochsalz-Lsg. (0,9 % NaCl-Lsg., 12 
ml/min) für 7 min in den Kreislauf des Tieres gespült, und so das Gefäßsystem von für das 
Experiment hinderlichen Blutbestandteilen gereinigt. Dann wurden für weitere 14 min ca. 168 ml 
der frisch angesetzten paraformaldehydhaltigen Fixativflüssigkeit (4 %ige Paraformaldehyd 
(PFA)-Lsg., 12 ml/min) in das Kreislaufsystem der Ratte infundiert und schließlich das Gehirn 
mit dem oberen Halsmark freipräpariert (s. Abb. 23). Parallel dazu wurde das subkutan und 
intraventrikulär angelegte Pumpsystem unter Lösen der kraniellen Kutan- und Subkutannähte 
vorsichtig explantiert. Die Wunden waren in allen Fällen blande, Verwachsungen mit dem 
umliegenden Gewebe in Folge einer Irritation z.B. durch den Testwirkstoff wurden nicht 
beobachtet. Über Nacht gab man das Gewebe zur Nachfixation in die 4 %ige PFA-Lsg., bis es 
am nächsten Tag in 30 %ige Saccharose-Lsg. überführt und fortan bei 4 °C gelagert wurde. 
 
Abb. 23: Fotographische Aufsicht auf ein freipräpariertes Rattengehirn mit den beiden Großhirnhemisphären (rechts), dem Cerebellum und dem 
Übergang in die Medulla oblongata (links). Rechts frontoparietal ist makroskopisch das fokale Trauma zu erkennen. 
 
III.2.1.2 Anfertigen von Gewebsschnitten am Schlittenmikrotom 
Im Folgenden galt es, das Gewebe für die Anfertigung von histologischen Schnittpräparaten zu 
präparieren. Im Hinblick auf den späteren immunhistochemischen Nachweis von Antigenen in 
den Zellen und dem Gewebe war es bei der Gewebevorbehandlung von Bedeutung, die 
Antigenität und die Gewebsstrukturen bestmöglich zu erhalten. 
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Abb. 24: Darstellung des Schlittenmikrotoms mit Kupfertisch (1) 
und Metallklinge (2). 
Dazu wurden die fixierten Gehirne auf ein Schlittenmikrotom gefroren und Frontalschnitte 
angefertigt. Auf das Mikrotom (LEICA SM 2000R, LEICA, Wetzlar, Dtld.) wurde ein spezieller 
Kupfertisch (Eigenbau) aufgeschraubt, mit einer Wasserwaage ausgelotet und durch 
randständiges Auflegen von Trockeneis gekühlt. In einem weiteren Präparationsschritt wurde 
von jedem Gehirn der OB und die Medulla oblongata abgetrennt, indem zwei Rasierklingen an 
den anatomischen Strukturen parallel angesetzt wurden und gleichzeitig und mit mäßigem Druck 
vorsichtig in eine entsprechende Metallform (Mikromanipulator, Rodent Brain Matrix, Fa. ASI 
Instruments, Warren, USA) mit eingearbeiteten koronaren Rillen geführt wurden. Zur Fixation 
des Gehirns auf dem Aufsatz erfolgte eine plane Beschichtung mit Tissue-Tek® (Sakura, 
Zoeterwoude, Niederlande), worauf wenige Mikroliter Phosphatpuffer (PB) pipettiert wurden. 
Bevor diese Tropfen anfroren, wurde das vorbereitete Gehirn unter leichtem Druck senkrecht 
aufgesetzt und bis zur Härtung ca. eine Minute mit Trockeneis überschichtet. In gefrorenem 
Zustand konnten nun koronare Hirnschnitte von rostral des Chiasma opticum bis zum Beginn 
des Cerebellums angefertigt werden. Zur späteren Orientierung, ob bei einem Schnitt die 
ipsilaterale Seite, d. h. die Hemisphäre mit der kortikalen Läsion, oder die contralaterale Seite mit 
der implantierten Alzet-Pumpe vorliege, wurde jeweils im linken Kortex mit einer Rasierklinge 
eine oberflächliche Kerbe gesetzt. Vor Schnittbeginn wurde das Gehirn aus dem 
Eingefriermedium freigelegt, und eine Nullebene für den ersten in die Auswertung eingehenden 
Gewebeschnitt definiert. Diese war anatomisch ungefähr zwischen den koronaren Schnittebenen 
„Plate 7“ mit Bregma = 3,70 mm und „Plate 8“ 
mit Bregma = 3,20 mm lokalisiert und konnte 
makroskopisch aufgesucht werden. Die 
angegebenen Koordinaten sind dem 
topographischen Atlas des Rattengehirns von 
Paxinos und Watson328 entnommen. Anterior 
der Nullebene gelegenes Gewebe wurde vom 
rostralen Gehirnende in großzügigen Schnitten 
abgehobelt, wobei das Messer bereits senkrecht 
zur Sagittalebene ausgerichtet wurde, um die 
Hemisphären symmetrisch abzubilden. 
Mit dem Schlittenmikrotom wurden 30 µm 
dicke Gewebeschnitte angefertigt (s. Abb. 24), 
mit einem Aquarellpinsel vorsichtig von der 
angefeuchteten Schneide des Messers 
abgehoben und in 96-well-Platten (TPP, 
III. Material und Methodik 
60 
Zellkultur Testplatte 96F, Peske GmbH & Co. KG, Aindling-Arnhofen, Dtld.) mit 
Kryoprotektions (Cryo-Protection-Solution (CPS))-Lsg. überführt. In dieser wurden die Schnitte bei  
4 °C gelagert. Während des Schneidens wurde makroskopisch verifiziert, ob die Kanüle korrekt 
intraventrikulär platziert worden war, und ob auch die Lokalisation und Ausdehnung des fokalen 
Traumas interzerebral vergleichbar waren. 
Die Schnitte wurden für die nachfolgend beschriebenen Färbungen den 96-well-Platten 
entnommen. Dabei wurde für jede Färbung aus den Zellkulturplatten willkürlich eine vertikale 
Reihe mit Gewebeschnitten ausgewählt. Zur Vergleichbarkeit betrug der Abstand der 
Schnittebenen innerhalb einer Färbe- und somit Analysereihe jeweils 360 µm (12 wells x 30 µm 
Schnittdicke). Von der Nullebene ausgehend wurden aus einem Rattengehirn ca. 12 - 16 Schnitte 
hergestellt. 
 
III.2.2 IMMUN-/HISTOCHEMISCHE REAGENTIEN UND IHRE ZUSAMMENSETZUNG 
Im folgenden Abschnitt sind alle chemischen Reagentien, die zur Aufbereitung der Rattengehirne 
oder bei der immunhistochemischen Färbung der Gewebeschnitte eingesetzt wurden, in einer 
Übersicht tabellarisch zusammengestellt. Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle Lösungen 
selbst hergestellt, und die Reagentien von der Fa. SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH 
(Steinheim, Dtld.) bezogen. Das in den Lösungen verwendete dH2O wurde der laborinternen 
Millipor-Anlage entnommen. 
 
III.2.2.1 Puffer-Lösungen 
 Tris-Puffer (Tris Buffered Saline (TBS)) (1 l): 
dH2O 920 ml 
1 M Tris-Cl (pH 7,4) 50 ml (Endkonz. 50 mM) 
5 M NaCl 30 ml (Endkonz. 150 mM) Fa. Merck, Darmstadt, Dtld. 
 
 0,1 M Phosphatpuffer (PO4-; PB) (pH 7,4; 20 °C): 
0,5 M Na2HPO4 154,8 ml Fa. Merck, Darmstadt, Dtld. 
0,5 M NaH2PO4 (mit dH2O) 
MW 137,9 
45,2 ml Fa. Merck, Darmstadt, Dtld. 
Die Lsg. wird mit Aqua bidest. (ddH2O) auf 1000 ml aufgefüllt. 
 
 0,1 M Borat-Puffer: 
Borsäure 3,09 g 
Aqua dest. (dH2O) ca. 450 ml 
Das Gemisch wird mit 5 N NaOH auf pH 8,5 eingestellt und auf 500 ml aufgefüllt. 
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 Fish-Skin-Gelatine-Puffer 
TBS 497,5 ml 
Bovine-Serum-Albumin (BSA) 5 g Fa. PAA, Pasching, Dtld. 
45 % Fish-Skin-Gelatine 2 ml 
Triton-X 100 0,5 ml 
 
 20 x SSC 
3 M NaCl 175,3 g Fa. Merck, Darmstadt, Dtld. 
0,3 M NaCitrat 88,2 g Fa. Merck, Darmstadt, Dtld. 
dH2O ca. 800 ml 
Die Lsg. wird mit 10 N HCl auf pH 7 eingestellt und auf 1 l aufgefüllt. 
 
 Chlorwasserstoff (Salzsäure, 2 N HCl) 
 
 
III.2.2.2 Fixativ-Lösungen 
 4 % Paraformaldehyd (PFA) in PB (pH 7,4; 4 °C; 1 l): 
PFA 40 g 
PB (pH 7,4) ca. 800 ml + x ml 
Das in PB gelöste PFA wird unter dem Abzug für ca. 20 min auf 60 - 70 °C erhitzt. Die leicht trübe Lsg. löst sich bei ca.  
70 °C problemlos. Die Lsg. wird nun mit PB auf exakt 1000 ml aufgefüllt und dann mit einem Faltenfilter filtriert. 
Anschließend lässt man das PFA auf Eis erkalten, misst den pH bei 20 °C und korrigiert ggf. mit HCl auf pH 7,4.  
Zum Perfundieren verwendet man frisch angesetzte Lösungen (ca. 150 ml/Tier mit einem KG von ca. 200 g), die 
höchstens einen Tag alt sind und bei 4 °C aufbewahrt wurden. 
 
 
III.2.2.3 Aufbewahrungs-Lösungen 
 Kryoprotektions-Lsg. (CPS) (1 l): 
Glycerin (C3H5(OH3)) 250 ml Fa. INC, Ohio, USA 
Ethylenglycol (C2H4(OH2)) 250 ml 
0,1 M PB 500 ml 
 
 30 % Sucrose/Saccharose 
Sucrose 150 g Fa. Roth, Karlsruhe, Dtld. 
0,1 M PB 350 ml 
Die Lsg. wird auf 500 ml aufgefüllt und bei 4 °C gelagert. 
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III.2.2.4 Immunhistochemische Reagentien 
 
III.2.2.4.1 Antikörper 
Primär-Ak in Verdünnung. 
 Maus anti BrdU (ms α BrdU): 1 : 250 in Fish-Skin-Gelatine-Puffer 
Maus monoklonaler Ak (ms IgG, Klon: BMC 9318) gegen BrdU-Monophosphat, 
50 µg/500 µl (Roche Molecular Biochemicals, Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, 
Indiana, USA) 
 Ziege anti DCX (gt α DCX):  1 : 500 in Block-Lsg. 
Affinitätspurifizierter Ziege polyklonaler Ak gegen DCX (C-18), 200 µg/ml (Santa Cruz 
Biotechnology, Inc., Heidelberg, Dtld.) 
 Maus anti ED1 (ms α ED1):  1 : 300 in Block-Lsg. 
Maus anti Ratte ED1, purifiziertes IgG, 0,25 mg/0,25 ml (Serotec, Düsseldorf, Dtld.) 
Primär-Ak der Negativkontrollen in Verdünnung. 
 Maus IgG (ms IgG): 1 : 1000 in Fish-Skin-Gelatine-Puffer 
 Ziege IgG (gt IgG): 1 : 1200 in Block-Lsg. 
 Maus IgG (ms IgG): 1 :120 in Block-Lsg. 
Sekundär-Ak in Verdünnung: 
 Esel anti Ziege-biotinyliert (dk α gt-bt): 1 : 500 in Block-Lsg. 
Biotin-SP-konjugiertes affinitätspurifiziertes Esel anti Ziege IgG (H+L) 1 : 1 in Glycerol, 
0,8 mg/ml (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., Soham, Cambridgeshire, UK; 
Vertrieb: Fa. Dianova® Forschungsreagentien/Immundiagnostik, Hamburg, Dtld.) 
 Esel anti Maus-biotinyliert (dk α ms-bt): 1 : 300 in Block-Lsg. 
 Esel anti Maus-biotinyliert (dk α ms-bt): 1 : 300 in Fish-Skin-Gelatine-Puffer 
(Biotin-SP-konjugiertes affinitätspurifiziertes Esel anti Maus IgG (H+L) 1 : 1 in 
Glycerol, 0,75 mg/ml (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., Soham, 
Cambridgeshire, UK; Vertrieb: Fa. Dianova® Forschungsreagentien/Immundiagnostik, 
Hamburg, Dtld.) 
 
 
III.2.2.4.2 Lösungen und Kits 
 Block-Lsg. 
3 % Esel-Serum 300 µl Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., Soham, Cambridgeshire, UK; 
Vertrieb: Fa. Dianova® Forschungsreagentien/Immundiagnostik, Hamburg, Dtld. 
0,1 % Triton 100 10 µl 
TBS 9690 µl 
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 ABC-HRP-Kit/ABC-Komplex/Avidin-Biotin-Peroxidase (Vectastain® Elite ABC Kit, Vector 
Laboratories, Inc., Burlingame, Kalifornien, USA) 
TBS 5 ml 
Lsg. A 2 Tropfen 
Lsg. B 2 Tropfen 
Die Lsg. wird ca. 30-60 min vor Gebrauch hergestellt und gemischt. 
 
 DAB-Kit/3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid-Kit (DAB substrate kit for peroxidase, Vector 
Laboratories, Inc., Burlingame, Kalifornien, USA) 
dH2O 5 ml 
Puffer 2 Tropfen 
Peroxid 2 Tropfen 
DAB-Grundverdünnung 4 Tropfen 
Restliches DAB ist Sondermüll und wird nach Inaktivierung mit Na-Hydrochlorid in einem speziellen Abfallkontainer 
entsorgt. 
 
 
III.2.2.5 Sonstige Reagentien 
 0,9 % NaCl 
ddH2O 800 ml 
NaCl 9 g Fa. Merck, Darmstadt, Dtld. 
Die Lsg. wird mit ddH2O auf 1000 ml aufgefüllt. 
 
 Ethanol (C2H5OH), vergällt, 99 % (Chemikalien-Ausgabe, Universität Regensburg, Dtld.) 
Für die Alkoholreihe wurden 30, 50, 70, 96 und 100 % Ethanol mit H2O verdünnt angesetzt. 
 
 Kresylviolett (CV)-Lsg. 
0,5 % CV 1,25 g Fa. Fluka, Buchs, Dtld. 
ddH2O 15 ml 
1 M Natriumacetat 15 ml 
1 M Essigsäure (CH3COOH) 85 ml Fa. Merck, Darmstadt, Dtld. 
 
 Neo Clear® (Fa. Merck, Darmstadt, Dtld.) 
 
 Neo Mount® Eindeckmedium (Fa. Merck, Darmstadt, Dtld.) 
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III.2.3 HISTOLOGISCHE FÄRBEMETHODEN 
Bei jedem Tier wurde entsprechend einem Intervall von je 360 µm ein Schnitt 
immunhistochemisch gefärbt und analysiert. Die Konservierung und Aufbereitung der 30 µm 
dünnen Gewebsschnitte für die Analyse erfolgte bei allen in diesem Experiment angewandten 
Färbungen nach einer einheitlichen Technik: 
der Objektträger (SuperFrost® Plus, Fa. Menzel-Gläser, Braunschweig, Dtld.) zur Aufnahme der 
Schnitte wurde zunächst mit Bleistift unter Vermerk der Versuchsgruppe, des Versuchstiers, der 
Färbetechnik und des Färbedatums beschriftet. Anschließend wurde dieser als schiefe Ebene in 
einer mit dH2O gefüllten Petrischale so gelagert, dass der Wasserspiegel das Trägermedium zu ca. 
zwei Dritteln bedeckte. Je nach Färbung wurden die Gehirnschnitte wie zuvor beschrieben aus 
einer einheitlich gewählten vertikalen Reihe den Zellkulturplatten entnommen und durch 
vorsichtige Aufnahme mit Hilfe eines feinen Borstenhaarpinsels aus der CPS-Lsg. in die 
Petrischale überführt. Entsprechend des anatomischen Aufbaus des Rattengehirns wurden die 
freischwimmenden Gewebeschnitte mit dem Aquarellpinsel auf dem Objektträger angeordnet, 
wobei der das Medium überziehende Wasserfilm die Schnitte gleiten ließ und so eine Destruktion 
des Gewebes (z.B. durch Zerren) verhinderte. Zugleich förderte die wässrig benetzte Oberfläche 
die Adhäsion des einmal platzierten Schnittes auf dem Trägermedium. Die Schräglagerung des 
Objektträgers diente der Feinregulierung des Wasserspiegels, indem der Flüssigkeitsfilm bei jeder 
neuerlichen Aufnahme eines Gewebsschnittes mittels einer Einmalpipette (Costar® Transfer 
Pipettes, Corning Costar Corp., Cambridge, England) kontrolliert gesenkt werden konnte. Je 
nach Größe wurden pro Objektträger drei bis sechs Gehirnschnitte aufgezogen. Diese 
Arbeitstechnik mit frei schwimmenden Schnittpräparaten wird als „free floating“-Technik 
bezeichnet. Zur Glättung und Fixation des Gewebes auf dem Objektträger wurde dieser aus der 
Petrischale genommen und vorsichtig mit den halbfeuchten Pinselborsten getrocknet, ohne die 
Schnitte dabei zu quetschen. Die Schnitte ließ man über Nacht unter dem Laborabzug 
(WALDNER Laboreinrichtungen GmbH & Co. KG, Wangen, Dtld.) lufttrocknen und deckte sie 
am nächsten Tag mit dem Eindeckmedium Neo Mount® unter Deckgläsern (24 x 60 mm, Fa. C. 
Roth, Karlsruhe, Dtld.) ein. So geschützt wurden die Schnitte in histologischen Präparatekästen 
bei Raumtemperatur aufbewahrt. 
 
III.2.3.1 Histochemie: Kresylviolett (CV)-Färbung 
Zur lichtmikroskopischen Darstellung von Neuronen im Nervengewebe eignet sich die CV-
Färbung. Sie gibt Orientierung über den Anteil von markierten Nervenzellen an der Gesamtheit 
aller Zellen und lässt histologisch das Ausmaß der Gehirnläsion bestimmen. Neurone enthalten 
im Zytoplasma Nisslsubstanz, die dem rauen endoplasmatischen Reticulum entspricht. Dessen 
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Menge, Verteilung und Form variiert in den verschiedenen Neuronentypen und wird von dem 
verwendeten Farbstoff CV charakteristisch angefärbt. CV bindet basophile Strukturen wie 
Ribonukleinsäuren (RNA) und Desoxyribonukleinsäuren (DNA), so dass sich der Zellinhalt 
deutlich abzeichnet360. Wegen des Anteils an RNA ist die Nisslsubstanz sehr basophil und wird 
daher gut durch basische Anilinfarbstoffe angefärbt. Abhängig vom pH-Wert und dem Grad der 
Differenzierung färbt CV entweder ausschließlich Nisslsubstanz (Nissl-Färbung) oder 
Nisslsubstanz samt Kernen an und wird dann als Kernfärbung genutzt. 
Für die Standardfärbung mit CV wurden die Gewebsschnitte der Spalte 6 der Zellkulturplatten 
entnommen und in der free floating-Technik auf Super Frost® Plus-Objektträger aufgezogen. Die 
Gehirnschnitte wurden über Nacht unter dem Dunstabzug luftgetrocknet und am nächsten Tag 
nach folgendem Standardprotokoll gefärbt: zunächst wurde die 0,5 %ige CV-Lsg. (s. o.) 
angesetzt. In der 0,5 %igen CV-Lsg. wurden die basophilen Gewebestrukturen für 15 bis 20 min 
angefärbt, und die Gehirnschnitte dann in warmem dH2O gespült. Es schloss sich die 
Entwässerung des Gewebes in einer aufsteigenden Alkoholreihe an, die mit jeweils ca. drei 
Minuten Verweilzeit (in Abhängigkeit von der individuellen Differenzierung der Schnitte) von   
30 %igem Alkohol, über 50 %igen zu 70 %igem Alkohol führte. Danach wurden die Schnitte 
jeweils zweimal nur kurz in 96 %igem Alkohol und zuletzt zweimal kurz in 100 %igem Alkohol 
geschwenkt. Im Anschluss wurden alle Objektträger zweimal je 15 min in Neo Clear® gestellt, 
mit Deckgläsern eingedeckt und schließlich zum Trocknen unter dem Dunstabzug gelagert. 
 
III.2.3.2 Immunhistochemische Färbetechniken 
Die Ag-Nachweise wurden immunhistochemisch erbracht. Das Prinzip der 
immunhistochemischen Färbung basiert auf einer hochspezifischen Ag-Ak-Reaktion mit einer 
sich anschließenden enzymgesteuerten Farbreaktion, welche letztlich die zu detektierenden 
Strukturen auf den Schnitten sichtbar und damit beurteilbar macht. 
 
III.2.3.2.1 Grundlagen der Immunhistochemie 
Immunhistochemische Färbemethoden dienen in der biologisch-medizinischen Forschung und 
der morphologischen Diagnostik dem Nachweis und der Identifikation antigener Komponenten 
in Zellen und Gewebsschnitten. Grundsätzlich wird seit der Erstbeschreibung dieser Methode 
durch Coons und Kaplan (1950)85 noch immer wie folgt vorgegangen. 
Indirekte immunoenzymatische Methode. Für dieses Experiment wurde die indirekte 
immunoenzymatische Methode gewählt. Ein spezifischer Primär-Ak (ohne Konjugat) bindet an 
die zu detektierenden Proteindomänen, in diesem Fall die Gewebsantigene BrdU, DCX und 
ED1, und wird seinerseits durch einen gegen die Ag-Strukturen des Erst-Ak gerichteten, mit 
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Biotin konjugierten Sekundär-Ak aus einer anderen Tierspezies nachgewiesen. Der sekundäre Ak 
richtet sich spezifisch gegen das Fc-Fragment von Immunglobulinen der Tierspezies, in welcher 
der primäre Ak hergestellt worden ist. Die eingesetzten Ak sind gegen speziesspezifische IgGs 
(hier Maus bzw. Ziege) gerichtet. 
Um die gewebsgebundenen Ag-Ak-Reaktionen sichtbar zu machen, bedarf der Zweit-Ak der 
Konjugation mit einer Markersubstanz, hier dem Enzym Meerettichperoxidase (Horseradish 
Peroxidase (HRP)). Weil die an den Sekundär-Ak konjugierte Peroxidase auch endogen im 
Gewebe, hauptsächlich in Granulozyten, Mastzellen und Erythrozyten, vereinzelt in 
Nervenzellen (und Dünndarmgewebe), vorkommen kann, müssen „falsch positive“ Reaktionen 
durch eine Blockade der endogenen Peroxidase verhindert werden. Zur Eliminierung der 
endogenen Enzymaktivität wird das Präparat vor der Immunfärbung mit einem Überschuss an 
Wasserstoffperoxid (H2O2) inkubiert. 
Bei Nachweismethoden mit einem Markerenzym benötigt man einen gegen den Sekundär-Ak 
gerichteten Komplex, welcher das gewünschte Markerenzym trägt. 
Avidin-Biotin-Komplex (ABC)-Methode. Dieses Verfahren wurde von Hsu et al. (1981)197 
entdeckt und als sog. „IBRAB“-Technik  (indirect bridged avidin-biotin technique) bezeichnet. Es 
basiert auf der hohen Bindungsaffinität von Avidin, einem aus Hühnereiweiß gewonnenen 
Glykoprotein, zu dem Coenzym Biotin (Vitamin H). Avidin hat ein Molekulargewicht von        
68 kDa und weist als Tetramer vier Bindungsstellen für Biotin auf. Bei der indirekten Avidin-
Biotin-Methode wird als Sekundär-Ak ein Brücken-Ak eingesetzt, der mit Biotin markiert, d.h. 
biotinyliert, ist. Bei Biotin handelt es sich um ein wasserlösliches Vitamin, welches sich gut an den 
Brücken-Ak koppeln lässt und somit die Verbindung zu dem präformierten Avidin-Biotin-
Peroxidase-Komplex herstellt. Bei diesem Enzymkomplex wird das Enzym Peroxidase über 
Biotin an das Avidin (bzw. Streptavidin) gebunden, wobei eine von vier möglichen 
Bindungsstellen des Avidin zur Kopplung des biotinmarkierten Sekundär-Ak frei bleibt. An die 
drei verbleibenden Bindungsstellen wird jeweils ein Molekül Biotin gebunden (s. Abb. 25). 
Da mehrere ABC-Komplexe binden können, werden mehrere Marker-Enzymmoleküle am Ort 
des gewebsgebundenen Ag nachweisbar, wodurch die Sensitivität erhöht wird. 
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Abb. 25: Schema der indirekten immunoenzymatischen Methode. Der Enzym (Peroxidase)-konjugierte Sekundär-Ak markiert die Position 
des unkonjugierten primären Ak. Unter Ausnützung der Affinität von Avidin zu Biotin wird bei der ABC-Methode ein Avidin (A)-Biotin 
(B)-Peroxidase (PX)-Komplex an einen biotinylierten (B) Brücken-Ak gebunden. Die Peroxidase wird histochemisch nachgewiesen. Da mehrere 
Komplexe binden können, kann die Peroxidase-Konz. am Ort des Ag und damit die Sensitivität gesteigert werden. 
 
Peroxidase-vermittelte 3,3´-Diaminobenzidin (DAB)-Farbreaktion. Das komplexierte aktive 
Enzym HRP wird mit einem immunhistochemischen Farbstoff, einem sog. Chromogen, 
entwickelt, das in einer Enzym-Substrat-Reaktion den Ag-Ak-Komplex und damit die lokale 
Immunreaktion als farbiges „Endprodukt“ sichtbar macht. Das bei Peroxidase-Methoden am 
häufigsten eingesetzte Chromogen ist der immunhistochemische Farbstoff 3,3´-
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB). Das zunächst lösliche, leicht bräunliche DAB wird 
von der Peroxidase nach Katalyse mit H2O2 in sein unlösliches braunes Reaktionsprodukt 
überführt und stellt so hochselektiv die den Untersucher interessierenden Antigene dar. 
(Gegebenenfalls kann die Farbintensität von DAB durch spezielle Nachbehandlung mit 
Osmiumtetroxid, NiCl2, CoCl2 oder CuSO4 verstärkt werden.) Die gute Strukturerhaltung 
fixierter Gewebe, die Möglichkeit der Gegenfärbung zur Verbesserung der Strukturerkennung, 
und die Verwendbarkeit gewöhnlicher Lichtmikroskope sind wesentliche Vorteile der 
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enzymhistochemischen Methode. Das indirekte Verfahren zeichnet sich durch eine höhere 
Sensitivität gegenüber der direkten Methode aus. 
Negativkontrolle. In der Immunhistochemie sind positive und negative Gewebekontrollen 
notwendig, um die Methodik und die eingesetzten Reagentien zu überprüfen und eine 
Qualitätssicherung zu gewährleisten. Hierbei sind negative Kontrollen von Bedeutung, um 
unspezifische Reaktionen eines Primär-Ak oder des Detektionssystems mit dem Gewebe 
aufzudecken. In diesem Projekt wurde parallel zu jeder Färbereihe ein Negativkontrollschnitt 
mitgeführt, der anatomisch so gewählt war, dass er einen angeschnittenen Seitenventrikel aufwies. 
Dieser Gehirnschnitt erfuhr zeitgleich dieselbe Behandlung wie das übrige Gewebe und durchlief 
die Färbeschritte in analoger Weise, unterschied sich allerdings in der Zusammensetzung des 
applizierten Primär-Ak-Cocktails. Abhängig von der jeweiligen immunhistochemischen Färbung 
wurde dem Gewebe nicht der Erst-Ak der Positivkontrollen zugesetzt, sondern das 
speziesspezifische, nicht an das jeweilige Marker-Ag bindende IgG: 
 in der BrdU-Färbung ms IgG (statt ms α BrdU) in einem Verdünnungsverhältnis von  
1 : 1000 in Fish-Skin-Gelatine-Puffer, 
 in der DCX-Färbung gt IgG (statt gt α DCX) in einem Verdünnungsverhältnis von         
1 : 1200 in Block-Lsg. und 
 in der ED1-Färbung ms IgG (statt ms α ED1), 1 : 120 in Block-Lsg. verdünnt. 
Die Negativkontroll-Ak gehen anders als die Positivkontrollen keine Bindung mit den BrdU-, 
DCX- bzw. ED1-Antigenen ein, was die ausbleibende charakteristische Farbreaktion 
(Farbumschlag ins Braune nach Entwicklung mit DAB) in den Negativkontrollschnitten bestätigt 
und eine unspezifische Anfärbung des Gewebes durch die übrigen Reagentien nachweislich 
ausschließt. Die Färbemethode samt der verwendeten Reagentien hat sich damit als wirksam und 
qualitativ geeignet erwiesen. Zur Erfolgskontrolle wurden unmittelbar nach jeder Färbereihe eine 
Positiv- und eine Negativkontrolle aufgezogen und am Lichtmikroskop (Leitz DM IL, Fa. Leica, 
Wetzlar, Dtld.) vergleichend überprüft. 
Konservierung. Im Anschluss wurden alle BrdU-, DCX- und ED1-gefärbten Gehirnschnitte 
mit der free floating-Technik auf die Super Frost® Plus-Objektträger aufgezogen und - nach 
nächtlicher Trocknung - zur Konservierung mit Deckgläsern überzogen. 
 
III.2.3.2.2 5’-Bromo-2’-deoxyuridin (BrdU)-Färbung 
Eine klassische Nachweismethode für die Neubildung von Neuronen in der adulten Neurogenese 
von Nagetieren ist die Detektion von in vitro, aber auch in vivo (i.p.) appliziertem BrdU168. BrdU ist 
ein synthetisches Thymidinanalogon, das dem Thymidinstoffwechsel (Thymidinkinase) unterliegt 
und während der DNA-Synthese-Phase (S-Phase) in der Interphase der Mitose kompetitiv 
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Abb. 26: Markierung von mitotischen Zellen mit 
BrdU. Die schematische Zeichnung zeigt im oberen 
Teil, wie in der normalen S-Phase der Mitose 
Thymidin (T), sich mit Adenin (A) paarend, in den 
neuen Strang der DNA eingebaut wird. Wird das 
Thymidinanalogon BrdU im Überfluß angeboten, 
kompetiert es mit Thymidin um den Einbau in die 
DNA und wird statt Thymidin in den neu 
synthetisierten Strang inkorporiert (mittleres Bild). 
Nicht eingebautes BrdU wird schnell vom Körper 
eliminiert. Zellen, die BrdU enthalten, können mit 
Antikörpern gegen BrdU sichtbar gemacht werden218. 
anstelle von Thymidin in die Zell-DNA inkorporiert 
wird. Es ist ein Derivat von Uridin, einem Nukleosid, 
welches statt dem Thymidin der DNA in der RNA 
vorkommt. BrdU (Desoxyribose + Uridinrest + 
Bromrest) und Thymidin (Desoxyribose + 
Thyminbasenrest) sind analoge Moleküle, die sich 
lediglich in ihrem Basenrest unterscheiden. Das 
Proliferationsverhalten kann indirekt über die 
Untersuchung der Inkorporation von BrdU überprüft 
werden. Alle Zellen, die sich während der BrdU-
Expositionszeit in der S-Phase des Zellzyklus befinden, 
bauen das ihnen angebotene BrdU anstelle normalen 
Thymidins in die DNA ein, wo es wiederum durch Ak 
immunzytochemisch an Gewebsschnitten oder 
Zellkulturen nachgewiesen werden kann (s. Abb. 26). 
Zellkerne mit replizierender DNA färben sich dann 
schwarz-braun an. Diese Methode ermöglicht es, durch 
Bestimmung des Anteils der Zellen mit 
stattgefundenem Eintritt in die S-Phase Aussagen über 
die Verteilung der Zellen im Zellzyklus zu treffen. 
Im Unterschied zur CV-Färbung wurden die immunhistochemisch angefärbten Gewebeschnitte 
erst im Anschluss an das Procedere der jeweiligen Färbetechnik auf Objektträger aufgezogen. 
Soweit nicht anders vermerkt wurden sämtliche Inkubationsschritte und Waschgänge bei 
Raumtemperatur auf dem Wippschüttler (Fa. E. Bühler, Hechingen, Dtld.) mit einer 
Wippbewegung von 22 U/min durchgeführt, um eine gleichmäßige Verteilung der Ak zu 
gewährleisten und dabei ein Verkleben der Schnitte zu verhindern. Zwischen den einzelnen 
Arbeitsschritten eines immunhistochemischen Prozesses wurde mit Puffer-Lsg. „gewaschen“, 
d.h. nicht gebundene bzw. unspezifisch gebundene Ak wurden vom Schnitt abgespült, um eine 
nachfolgende spezifische Ak-Bindung zu gewährleisten. Zwischen den einzelnen 
aufeinanderfolgenden Waschgängen wurde das Spülmedium stets gewechselt und durch frisches 
ersetzt. 
Zu Beginn der zweitägigen BrdU-Färbung wurden die Schnitte aus den Zellkulturplatten (96-well-
Platten) in Kulturplatten überführt, die aus sechs Kunststoff-Einsätzen mit einem feinen Netz-
Überzug am Boden bestanden, sog. netwells/6-netwell-plates (Corning Incorporated Costar®, 
Corning, New York, USA). Die Netwells mit 9 ml Fassungsvermögen je Vertiefung erleichterten 
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das häufige Überführen der frei schwimmenden Gehirnschnitte in die unterschiedlichen 
Lösungen. Am Morgen des 1. Färbetages wurde, beginnend mit dem rostral gelegenen 
Referenzschnitt jeder 12. Gehirnschnitt (Spalte 8 der Zellkulturplatten) aus CPS in TBS überführt 
und darin zweimal jeweils 10 min gewaschen. Im Folgenden wurde das Gewebe zum Blocken der 
endogenen Peroxidase in 0,6 %iges H2O2, gelöst in TBS, eingebracht und 30 min auf den 
Schüttler gestellt. Das H2O2 wurde anschließend wieder zweimal je 10 min unter TBS-Wechsel 
gründlich aus dem Gewebe ausgewaschen. Dann wurden die Gehirnschnitte zur DNA-Strang-
Separation 1 bis 2 h in einem Wasserbad bei 65 °C einer Lsg. aus 50 %igem Formamid in 2 x 
SCC ausgesetzt und weitere 5 min in 2 x SCC gespült. Anschließend behandelte man das Gewebe 
für 30 min in einer 2 N HCl-Lsg. bei 37 °C. Durch diesen Puffer mit hoher Ionenstärke wurde 
die DNA-Denaturierung und –Strangseparation fortgesetzt. Die stark saure Lsg. wurde daraufhin 
10 min lang bei Raumtemperatur in 0,1 M Boratpuffer-Lsg. (pH 8,5) neutralisiert. Es folgten 
viermal je zehnminütige Waschschritte in TBS. Durch diese Arbeitsschritte wurde die DNA der 
Zellen denaturiert, und eine Bindung zwischen anti-BrdU-Ak und in die DNA integriertem BrdU 
ermöglicht. Nun war in die DNA inkorporiertes BrdU für den spezifischen Ak detektierbar. Um 
unspezifische Ak-Bindungen auszuschließen, wurde das Gewebe dann für 1 h in Fish-Skin-
Gelatine-Puffer blockiert. Die sich anschließende Applikation der Ak-Cocktails erfolgte ebenfalls 
in Verdünnungen mit dieser Puffer-Lsg.. Vor der Ak-Inkubation mussten zum einen lipophile 
Membranen zerstört werden, um eine Bindung zwischen Ak und intrazellulär lokalisierten 
Antigenen zu ermöglichen, zum anderen wurden durch die Absättigung unspezifischer Ak-
Bindungen Hintergrundsignale reduziert. Ein spezifischer Anti-BrdU-Ak aus der Maus, Maus-
anti-BrdU (ms α BrdU), wurde in einem Verdünnungsverhältnis von 1 : 250 eingesetzt, und man 
ließ die Gehirnschnitte über Nacht bei 4 °C inkubieren. 
Der 2. Färbetag begann mit neuerlichem Spülen der mit dem Primär-Ak vorbehandelten 
Gehirnschnitte für zweimal jeweils 10 min in TBS, sowie für 10 min in Fish-Skin-Gelatine-Puffer. 
Anschließend wurde das Gewebe für 2 h mit dem im Verhältnis 1 : 300 verdünnten Sekundär-Ak 
bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf wurde zuerst zweimal je 10 min in TBS gewaschen, dann 
10 min in Fish-Skin-Gelatine-Puffer. Es folgte eine zweistündige Inkubation in dem ABC-Kit, um 
die Biotinidasefunktion in den Schnitten detektierbar zu machen. Dabei wurden die beiden 
Fertig-Lsg. A und B (s. o.) bei Raumtemperatur mit den Schnitten in Kontakt gebracht. Nach 
erneutem Spülen von dreimal je 10 min in TBS wurden die Schnitte für 2 bis 4 Minuten mit dem 
DAB-Kit entwickelt. Abschließend wurde das Gewebe dreimal jeweils 10 min in TBS gewaschen. 
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III.2.3.2.3 Doublecortin (DCX)-Färbung 
Alternativ zur in vivo-BrdU-Markierung kann DCX zur Beurteilung der Modulation der adulten 
Neurogenese genutzt werden. DCX ist ein X-chromosomal kodiertes, Mikrotubulin-bindendes 
Phosphoprotein, das während der Embryonalentwicklung des ZNS und in Regionen adulter 
Neurogenese in Säugetieren spezifisch von proliferierenden Vorläuferzellen und Neuroblasten 
temporär exprimiert wird. Das Protein ist nur vorübergehend in diesem Zelltyp und weder in 
Stammzellen, noch in adulten Neuronen nachweisbar. Wenn Nervenzellen vermehrt absterben – 
beispielsweise ausgelöst durch Traumatisierung oder Ischämie – ist die Neurogenese-Rate des 
adulten Gehirns gesteigert162,386. Die durch diesen Stimulus neu gebildeten Neuronen weichen 
dann zum Teil von ihren üblichen Pfaden wie etwa dem RMS ab und steuern stattdessen auf die 
Läsion zu. Die gerichtete Migration zu dem geschädigten Kortexareal ist gekoppelt mit der 
Expression von DCX258,260,264. Postischämisch wurde eine Zunahme der Neurogenese über die 
vermehrte Expression von DCX in der SVZ, dem RMS und dem HC detektiert203,204. 
Die Gewebeschnitte aus Spalte 10 der Zellkulturplatten wurden mit Doublecortin angefärbt. 
Auch diese Färbetechnik nahm zwei aufeinander folgende Arbeitstage in Anspruch. 
Der 1. Tag begann mit dem Überführen der Schnitte aus den 96-well-Platten in die vorher 
beschriebenen 6-netwell-Platten und zweimal jeweils 15-minütigem Spülen in TBS (0,1 M; pH 7,4). 
Die Gehirnschnitte wurden daraufhin in 48-well-Platten (Corning Incorporated Costar®, 
Corning, New York, USA) mit ca. 300 µl Block-Lsg./well überführt. Darin wurde das Gewebe 30 
bis 60 min blockiert. Nun konnte der Primär-Ak Ziege-anti-DCX (gt α DCX) appliziert werden. 
Unter einer Verdünnung mit der Block-Lsg. im Verhältnis 1 : 500 und wiederum ca. 300 µl 
Lsg./well wurden die 48-well-Platten über Nacht bei 4 °C auf dem Schüttler inkubiert. 
Am 2. Tag wurde das Gewebe zunächst wieder in die 6-well-Platten überführt und dort dreimal je 
15 min in TBS gewaschen. Danach gab man die Schnitte in die 48-well-Platten zurück und 
applizierte den Biotin markierten, gegen Ziegen-Ag gerichteten Sekundär-Ak Esel-anti-Ziege-
biotinyliert (dk α gt-bt), der 1 : 500 in der Block-Lsg. verdünnt war. Das Gewebe wurde für 2 h 
mit dem verdünnten Sekundär-Ak (300 µl Lsg./well) auf dem Schüttler inkubiert. Nach Umfüllen 
in die 6-well-Platten schloss sich wieder ein Spülgang in TBS von dreimal je 15 min an. Dann 
wurde in 0,3 %iger H2O2-Lsg. für 30 min die endogene Peroxidase blockiert und schließlich 
wieder zweimal jeweils 15 min in TBS gewaschen. Der ABC-HRP-Kit wurde mit 300 µl Lsg./well 
in die 48-well-Platte pipettiert, die Schnitte dorthin überführt und auf dem Schüttler 1 bis 2 h 
inkubiert. Unter Verwendung der 6-well-Platten wurden die Schnitte dreimal je 15 min in TBS 
gespült und schließlich mit DAB entwickelt. In einem letzten Schritt wurde das Gehirngewebe 
dann nochmals zweimal kurz in TBS gewaschen, bevor die Schnitte wieder auf die Super Frost® 
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Plus-Objektträger aufgezogen und nach dem Trocknen mit Deckgläsern überzogen werden 
konnten. 
 
III.2.3.2.4 ED1 (Makrophagen)-Färbung 
Traumata wie die CCII wirken neben vielfältigen anderen Genesefaktoren als Induktoren auf die 
Proliferation immunkompetenter Zellen aus der mononukleären Makrophagen-Linie, die sog. 
Mikroglia, auch Hortega- oder Mesogliazellen genannt. 
Die Gehirnschnitte in Spalte 4 der Kulturplatten wurden mit ED1 angefärbt. Das Färbeprotokoll 
für die ED1-Färbung folgt mit Ausnahme der verwendeten Ak identisch allen Arbeitsschritten 
des DCX-Färbeprotokolls. Als Primär-Ak wurde Maus-anti-ED1 (ms α ED1), als Sekundär-Ak 
Esel-anti-Maus-biotinyliert (dk α ms-bt) in einer Verdünnung von jeweils 1 : 300 mit der Block-
Lsg. eingesetzt. 
 
 
 
III.2.4 STEREOLOGIE-SOFTWARE-GESTÜTZTE DATENERHEBUNG 
III.2.4.1 Software 
Die Quantifizierung der Immunfärbungen und die Auswertung der Daten aus den einzelnen 
Versuchsgruppen erfolgte an einem standardisierten Auswertungssystem, bestehend aus der 
halbautomatischen Stereologie-Software STEREOINVESTIGATOR (MicroBrightField, 
Colchester, USA) und einer Farbvideokamera (3-CCD Farbkamera, MODELL HV-C20A, 
HITACHI DENSHI (EUROPA) GmbH, Radgau, Dtld.), die mit einem Mikroskop der Marke 
Olympus IX 70 (Fa. Olympus, Hamburg, Dtld.) verbunden war. Die Flächenmessungen wurden 
mit Objektiven unter vierfacher (Olympus UPlanFl 4x/0.13 PhL), die Auszählung der Zellen 
unter zehnfacher Vergrößerung (Olympus UPlanFl 10x/0.30 Ph1) durchgeführt. 
Im Anschluss an die Datenerhebung wurden die Gehirnschnitte an einem Lichtmikroskop 
(Olympus® BX 51, Olympus, Hamburg, Dtld.) bei zehnfacher (Olympus®, UPlanFl 10x/0.30 
Ph1) bzw. 40facher (Olympus®, UPlanFl 40x/0.75 Ph2) Vergrößerung mit Hilfe des 
angeschlossenen analySIS® 3.2-Systems (Soft Imaging System, Münster, Dtld.) und der 
verbundenen Farbvideokamera (ColorView 12, Fa. Olympus, Hamburg, Dtld.) fotographisch 
aufgenommen und digitalisiert. Das in den Abbildungen dieser Arbeit dargestellte histologische 
Bildmaterial wurde mit Adobe Photoshop CS (Adobe Systems Inc., San Jose, USA) auf das 
passende Format zugeschnitten und zur besseren Vergleichbarkeit der Zellen auf unterschiedlich 
belichtetem Hintergrund mit einem Helligkeits- und Kontrastabgleich nachbearbeitet. 
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III.2.4.2 Methodik der Datenerfassung 
Festlegung, Vermessung und Auszählung der Gesichtsfelder. In die Analyse gingen beide 
Hemisphären der Gehirnschnitte ein, um mit der symmetrischen, aber intakten Gewebehälfte 
eine Vergleichsgröße für die neurogenen Zonen zu haben und die Ausdehnung neuroprotektiver, 
neurogener und inflammatorischer Reaktionen beobachten zu können. (Die Hemisphäre, auf der 
die fokale Kontusion lokalisiert war, wurde als ipsilaterale Schnitthälfte bezeichnet, die Seite, in 
der intraventrikulär die Infusionskanüle platziert worden war, lag contralateral. Eine 
entsprechende Orientierungshilfe bot die sagittale Inzision auf der contralateralen Hemisphäre, 
mit der die Gehirnhälften vor dem Schneiden markiert worden waren.) 
Bei den immunhistochemischen Färbungen wurden sowohl Schnitte aus dem Bereich der SVZ 
als auch aus dem Bereich des HC sowie des Läsionsareals untersucht. 
Bei anfänglich vierfacher Übersichtsvergrößerung wurden die Schnittpräparate unter das oben 
genannte, Stereologie-Software gesteuerte Lichtmikroskop gelegt. Zunächst wurden die zu 
untersuchenden Strukturen, das Läsionsareal, die laterale SVZ und die SGZ des hippocampalen 
DG, auf dem Bildschirm vermessen. Dazu wurden die Areale möglichst exakt mit dem Cursor 
umrandet. Das Programm Stereoinvestigator errechnete aus der geschlossenen Kontur ihre Fläche 
und den Umfang. Während diese Information für die Analyse der neurogenen Zonen ausreichte, 
wurde das Läsionsareal präziser vermessen, indem sowohl um die Penumbra des kontusionierten 
Gewebes als auch in nächster Nähe um den Randsaum des Traumas eine begrenzende Kontur 
gelegt wurde. Ausschlaggebend für das Setzen der Markierungspunkte war die Streuungsdichte 
der BrdU- bzw. ED1-markierten Zellen, die innerhalb der zentralen Kontur sehr dicht lagen, 
während sie in der Peripherie diffus verstreut zu lokalisieren waren. Die aufgrund von 
Zellschäden untergegangenen Gewebsabschnitte wurden ausgespart. 
Nachdem die Strukturgrenzen der zu untersuchenden Areale erfasst waren, wurden die innerhalb 
und auf der Kontur nachweisbaren Zellkerne bei nun zehnfacher Vergrößerung durch 
Markierung mit dem Cursor ausgezählt. In den neurogenen Zonen wurden alle angefärbten Nuclei 
ausgewertet, was im Kontusionsareal aufgrund des Zellreichtums jedoch nicht zu realisieren war. 
Daher wurde die Kontur um das Zentrum bzw. die Peripherie des Traumas systematisch in 
jeweils vier Gesichtsfelder unterteilt, in welchen die Zellen repräsentativ für die gesamte Läsion 
ausgezählt werden sollten. Dadurch konnte man nach der Auswertung von einer möglichst 
großen Zahl an Einzelwerten ausgehen. Ein von Hand angefertigter quadratischer Zählrahmen in 
Form einer Hilfsschablone aus durchsichtiger Plastikfolie legte ein solches Gesichtsfeld fest. 
Jedes Gesichtsfeld umfasste bei einer Seitenlänge von je 4 cm eine 16 cm² große Fläche und 
wurde mit einem Tesafilm auf dem Bildschirm befestigt. Zur Standardisierung wurden die vier 
Ausschnitte in jedem Schnittpräparat so festgelegt, dass die Zellzahl in Nord, Süd, West und Ost 
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des Kontusionsareals erfasst wurde. Vor Beginn der Auszählung wurden folgende Regeln 
definiert: es durften nur diejenigen Nuclei berücksichtigt werden, welche die obere horizontale 
oder die rechte vertikale Kante (grün markierte Grenzlinie) des Quadrates von Innen oder von 
Außen berührten, während Zellkerne, die mit der linken vertikalen oder der unteren horizontalen 
Kante (rot markierte Grenzlinie) in Kontakt standen, nicht berücksichtigt werden durften. 
Auf diese Weise wurden BrdU- bzw. ED1-positive Zellen im Kontusionsareal hochgerechnet, 
und die Zellproliferation von BrdU- bzw. DCX-positiven Zellen in den neurogenen Zonen direkt 
erfasst. Die CV-Färbung wurde nicht analysiert, sondern diente ausschließlich der orientierenden 
Darstellung des histologischen Ausmaßes der Gehirnläsion und dem Nachweis des Anteils von 
markierten Nervenzellen an der Gesamtheit aller Zellen in den jeweiligen Hirnregionen. 
Morphologische und proliferationskinetische Auswertungskriterien. In die Auswertung gingen nur 
Präparate ein, in denen die SVZ bzw. der HC bilateral intakt waren. Es wurden nur Zellen 
berücksichtigt, die einen deutlich angefärbten Zellkern aufwiesen, d.h. in der Schnittebene in 
ihrem Zellleib getroffen waren. Bei einer Schnittdicke von 30 µm war es zur Erfassung 
überlagerter Zellen erforderlich, in jedem Gesichtsfeld auch entlang der Z-Achse durch die 
Schnittebenen zu fokussieren. Als BrdU-, DCX- bzw. ED1-positiv galten alle Zellen, deren 
Nuclei deutlich schwarz-braun angefärbt waren. Positive Zellen, deren Nuclei aufgrund 
schwacher Anfärbung schwer abgrenzbar waren oder die durch Überlappung in 
Zellkonglomeraten nur unscharf zu differenzieren waren, wurden nicht gezählt. 
Pro Versuchsratte gingen von den Präparaten auf dem Objektträger selektiv drei qualitativ 
hochwertige Gehirnschnitte in die Auswertung ein. Unter Orientierung an der Anatomie des 
Rattengehirns, wurde ein rostral gelegener, neben einem medialen und einem weiter posterior 
gelegenen Schnitt ausgewählt, um auch in der Sagittalen einen repräsentative Informationen von 
dem Gehirngewebe zu erhalten. Bei der Vermessung des HC entsprach dies gemäß den Angaben 
im Stereotaxie-Atlas von Paxinos und Watson328 ungefähr den koronaren Schnittebenen „Plate 
30-32“, „Plate 34-36“ und „Plate 38-40“ und in der SVZ den „Plates 12-14, 16-18 und 20-22“. Für 
das Kontusionsareal wurden schließlich Schnitte im Bereich von „Plate 14/15“, „Plate 22/23“ und 
„Plate 28/29“ gewählt. 
Die Auszählungen erfolgten dabei für die SVZ und den HC getrennt, wobei zunächst zwischen 
ipsilateraler und contralateraler Zellzahl differenziert, und anschließend die Zellsumme aus 
beiden Hemisphären errechnet wurde. 
Für die statistische Analyse wurden die Daten aus drei Tier-Operationen vom März und 
November 2005 sowie vom Januar 2006 zusammengefasst. 
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Extension des Läsionsareals. Die Gesamtfläche des Kontusionsareals konnte unmittelbar aus 
den Daten der BrdU- bzw. ED1-Färbung für jede Ratte abgelesen werden und wurde in        
[µm² x 106], also [mm²] angegeben. 
 
Die Zellzahlen für die neuronale Proliferation bzw. die Mikroglia wurden auf die Gesamtfläche 
der jeweiligen Struktur hochgerechnet. Dazu wurden zunächst die Zellsummen pro Versuchstier 
errechnet. 
Zellzahl/Fläche im Läsionsareal. Im Kontusionsareal unterschied man die Zellsumme 
im Zentrum von derjenigen in der Peripherie und der Vereinigungsmenge („total“) aus beiden. 
Damit wurden im Läsionsareal aus je vier Gesichtsfeldern insgesamt acht Messwerte pro Präparat 
und 24 Werte pro Tier ermittelt. Zur Ermittlung der Fläche wurde der verwendete Zählrahmen 
nach oben beschriebener Methode mit dem Cursor auf dem Bildschirm mehrmals vermessen, und 
das Stereoinvestigator-System errechnete im Mittel eine Fläche von 9025 µm². Die Gesamtfläche der 
vier im Läsionsareal ausgezählten Gesichtsfelder ergab sich aus der Multiplikation mit 4. Damit 
wurde die Zellsumme (aus Nord, Süd, Ost und West) zunächst für die Gesamtfläche von     
36100 µm² pro Gehirnschnitt angegeben und anschließend auf eine Zellzahl pro 1000 µm² 
normiert. 
 
durchschnittliche Zellzahl pro 1000 µm² =  
Gesamtsumme an Zellen pro Tier x 1000 µm² 
 
36100 µm² pro Tier 
Entsprechend sind die BrdU- und ED1-positiven Zellen in der Statistik pro 1000 µm² angegeben. 
 
Zellzahl/Fläche in SVZ und HC. In den neurogenen Zonen wurde differenziert zwischen 
der ipsilateralen, der contralateralen und der totalen Zellsumme. Damit wurden pro Tier aus drei 
Präparaten insgesamt jeweils sechs Messwerte erhoben. Für jedes einzelne Gehirn wurde unter 
Einbeziehung aller ausgewerteten Schnitte folgende Berechnung angestellt: 
 
 
durchschnittliche Zellzahl pro Zählfläche =  
Gesamtsumme an Zellen pro Tier 
 
Gesamtfläche pro Tier 
Die Zahlenwerte wurden für die BrdU- und die DCX-Färbungen in [µm² x 10³] angegeben. 
 
Nach dieser Methode wurden die Extension des Kontusionsareals und die Zellproliferation im 
Bereich der Läsion und in den neurogenen Zonen untersucht. 
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Abb. 27: Schematische Darstellung eines vertikalen Box Plots am 
Zahlenstrahl. Daten können anhand von Quantilen zusammenfassend 
dargestellt werden. Die Box wird begrenzt durch das 25 %- und das 75 
%-Quantil, der Median in der Mitte eingezeichnet, und die Whiskers 
(Schnurrhaare) begrenzen beispielsweise das 10 %- und das 90 %-
Quantil. 
 
III.3 STATISTISCHE ANALYSE UND DOKUMENTATION DER 
EXPERIMENTELL ERHOBENEN DATEN 
Im Anschluss an die Datenerhebung am Stereoinvestigator-System wurden die Zahlenwerte 
zunächst mit Hilfe von Microsoft Excel 2003 organisiert und dann statistisch und graphisch mit 
dem Statistikprogramm SPSS 12.0 für Windows analysiert. 
Nicht-parametrische Testverfahren für unabhängige Stichproben. Da bei den untersuchten 
Rattenpopulationen von einer Streuung auszugehen ist, die nicht entsprechend der Gauß´schen 
Glockenkurve normalverteilt ist, wurden die statistischen Ergebnisse mit dem Kruskal-Wallis- 
bzw. dem sich anschließenden Mann-Whitney-U-Testverfahren ermittelt, beides nicht-
parametrische Testmethoden für unabhängige Stichproben aus Nicht-gauß´schen Populationen. 
Die erfassten Zellzahlen und die Größe des Kontusionsareals der PEDF-Testgruppen wurden 
mit den einzelnen Kontrollgruppen verglichen. Unterschiede wurden ab einer 
Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5 % (p < 0,05) als signifikant betrachtet. Alle Daten 
ohne Signifikanzschwelle wurden auf einen „Trend“ hin, d.h. eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 
weniger als 10 % (0,1 > p > 0,05), untersucht. 
Box-Whisker-Plot. Die Datenanalyse 
ergab nachfolgend aufgeführte Ergebnisse. 
Die dargestellten Werte sind 
Gesamtsummen der gemessenen Flächen 
bzw. Zellzahlen pro Fläche. Die Daten sind 
in Form von „Box-Whisker-Plots“ (oder kurz 
„Box Plots“) graphisch präsentiert, um die 
Häufigkeitsverteilungen zwischen den 
einzelnen Gruppen zu veranschaulichen. 
Dieser Diagrammtyp wird zur graphischen 
Beschreibung einer Reihe numerischer 
Daten verwendet, wobei verschiedene Maße 
der zentralen Tendenz, Streuung und 
Schiefe in einem Graphen zusammengefasst 
sind. Alle Werte der Fünf-Punkte-
Zusammenfassung, also den Median, die 
Quartile und die Extrema (Whiskers), zeigt 
Abb. 27. 
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Der Box Plot beschreibt eine nach der Größe der Werte geordnete Reihe mit Hilfe von Quantilen. 
Quantile sind Verallgemeinerungen des Medians (als der Mitte aller Werte), die die Daten 
ebenfalls in zwei (allerdings nicht gleich große) Hälften teilen. Für die Bestimmung von 
Quantilen werden die Werte der Stichprobe zunächst vom kleinsten zum größten Wert sortiert. 
Anschließend wird für jede Beobachtung die kumulative (relative) Häufigkeit angegeben, d.h. der 
Anteil derjenigen Werte, die kleiner sind als (oder gleich wie) dieser beobachtete Wert. Je nach 
Fragestellung können unterschiedliche Quantile eingesetzt werden z.B. die Quartile. Das 25 %-
Quantil, der Median und das 75 %-Quantil werden auch als Quartile bezeichnet, da sie die 
Stichprobe in 4 (zumindest annähernd) gleich große Bereiche unterteilen. Das 25 %-Quantil 
markiert einen Punkt, unterhalb dem (bei endlichen Stichproben mindestens) 25 % und darüber 
(höchstens) 75 % der Werte liegen. Bei diskreten Daten, d.h. endlich vielen 
Merkmalsausprägungen, werden die Quantile formal zumeist als der kleinste Wert der Stichprobe 
definiert, für den mindestens ein vorgegebener Anteil – z.B. 25 % - kleiner oder gleich diesem 
Wert ist. 
Die Box im Box-Whiskers-Plot wird durch das obere und das untere Quartil, d.h. durch das 25 %- 
und 75 %-Quantil, begrenzt. Sie umfasst 50 % der Daten. An der Länge der Box ist der 
Interquartilsabstand (interquartile range (IQR)) abzulesen. Dies ist ein Maß der Streuung, welches 
durch die Differenz des oberen und unteren Quartils definiert ist. Als weiteres Quantil ist der 
Median in der Box eingezeichnet, welcher durch seine Lage innerhalb der Box einen Eindruck 
von der Schiefe der den Daten zugrunde liegenden Verteilung vermittelt. Der Median wird in den 
Kasten als (in diesem Fall weiße) Horizontale eingezeichnet und kennzeichnet denjenigen 
Bereich, über bzw. unter dem 50 % der Messwerte liegen. Von den Quartilen ausgehend werden 
vertikale Linien zu den „Schnurrhaaren“ („Whiskers“, ebenfalls wieder horizontale Linien) 
gezogen. Häufig stellen die Whiskers das 10 %- (bzw. 90 %-), das 5 %- (95 %-) oder das 2,5 %- 
(97,5 %-) Quantil dar. Abhängig von dem jeweiligen Referenzbereich liegen innerhalb der 
Whiskergrenzen somit 80 % (bzw. 90 % oder 95 %) aller beobachteten Werte. Box-Whisker-Plots 
sind insbesondere dann hilfreich, wenn mehrere Testgruppen hinsichtlich der Verteilung ihrer 
Daten verglichen werden sollen. Neben der zentralen Lage erhält man einen groben Überblick 
über die Symmetrie der Verteilungen. 
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IV. ERGEBNISSE 
 
 
 
IV.1 UNTERSUCHUNGSGUT: GEWICHT DER TIERE UND TIERVERLUST 
Vor Einleitung der Anästhesie am 1. Versuchstag und vor allen weiteren Eingriffen an den Tagen 
2 bis 8 wurden die Versuchstiere gewogen. Die Ermittlung des Gewichts stellte ein grobes Maß 
dar, inwieweit die CCII und/oder die intraventrikuläre PEDF-Infusion generell Auswirkungen 
auf die Ratten zeigte/n. Bis zum Operationstermin erreichten die Ratten aller Gruppen ein 
Durchschnittsgewicht von 266,92 ± 14,44 g (M ± STD) und nahmen bis zum Ende des 
Experiments auf ein Gewicht von durchschnittlich 254,35 ± 18,54 g ab. Dies bedeutete einen 
Gewichtsverlust von 12,57 g im Mittel. Vergleicht man den Gewichtsverlauf innerhalb der 
einzelnen Versuchsgruppen anhand willkürlich gewählter, repräsentativer Stichtage, so betrug das 
durchschnittliche KG bei der Läsionsgruppe am 1. Versuchstag 270,70 ± 10,78 g und in der 
Testgruppe PEDF 10 268,33 ± 10,29 g. Am Ende der Versuchsphase wog die Gruppe Lx im 
Mittel 253,67 ± 18,82 g, während PEDF 10 249,08 ± 13,71 g auf die Waage brachte. Ein 
signifikanter Unterschied im Gewichtsverlauf der einzelnen Versuchsgruppen konnte allerdings 
zu keinem der Messzeitpunkte nachgewiesen werden (s. Tab. 8). Die Tiere aller Gruppen haben 
innerhalb der achttägigen Projektphase an Gewicht verloren. 
 
Behandlungsgruppen 1. Versuchstag 
Gewicht in [g] 
4. Versuchstag 
Gewicht in [g] 
5. Versuchstag 
Gewicht in [g] 
8. Versuchstag 
Gewicht in [g] 
iCON 252,25 ± 17,20 266,80 ± 23,18 260,5 ± 18,23 276,26 ± 18,70 
Lx 270,70 ± 10,78 253,76 ± 9,86 245,83 ± 8,03 253,67 ± 18,82 
aCSF 269,17 ± 15,77 246,27 ± 12,59 236 ± 4,32 247,52 ± 14,90 
PEDF 5 265,57 ± 15,81 249,74 ± 16,13 242,75 ± 5,49 250,50 ± 12,94 
PEDF 10 268,33 ± 10,29 248,08 ± 10,83 243,67 ± 9,46 249,08 ± 13,71 
Tab. 8: Statistische Dokumentation des KG der Ratten im Versuchsverlauf. Angegeben sind Mittelwerte (M) ± Standardabweichung (STD). 
Die Überprüfung nach Kruskal und Wallis ergab an keinem der Versuchstage (1. Tag: p = 0,196, 4. Tag: p = 0,422, 5. Tag: p = 0,153, 
8. Tag: p = 0,202) ein signifikantes Ergebnis. 
 
Von den 40 Tieren, die ursprünglich für das Projekt zur Verfügung standen, gingen insgesamt 35 
Ratten in die histologische Auswertung ein, während die fünf übrigen Tiere an Komplikationen 
bei der Operation oder an Nachblutungen infolge der kortikalen Traumatisierung verstorben 
waren (s. Tab. 9). 
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Versuchsgruppe Tier Behandlungsgruppe Vorzeitiger Todeseintritt 
Gruppe 47 Ratte 5 Lx 02.12.2005 
Gruppe 47 Ratte 15 PEDF 10 30.11.2005 (postop., starke Nachblutung) 
Gruppe 47 Ratte 16 PEDF 10 02.12.2005 
Gruppe 47 Ratte 20 iCON 30.11.2005 (postop.) 
Gruppe 48 Ratte 18 PEDF 10 18.01.2006 (postop.) 
Tab. 9: Dokumentation der vom Experiment ausgeschlossenen, da vorzeitig verstorbenen Versuchstiere. (Start der Versuchsreihe von Gruppe 
44 am 02.03.2005, von Gruppe 47 am 30.11.2005 und Gruppe 48 am 18.01.2006.) 
 
Abhängig vom Schadensausmaß der oben bezeichneten 10 Rattengehirne in dem vermessenen Areal 
stand im Optimalfall folgende Anzahl von Tieren für die Analyse zur Verfügung (s. Tab. 10):  
 
Behandlungsgruppen Tierzahl 
iCON n = 5 
Lx n = 9 
aCSF n = 6 
PEDF 5 n = 7 
PEDF 10 n = 8 
Tab. 10: Maximalzahl n des der Analyse zugänglichen Untersuchungsguts (ohne Berücksichtigung von partiell geschädigtem Probenmaterial). 
 
 
 
IV.2 STATISTIK 
Adulte Fischer-Ratten wurden protrahiert über acht Versuchstage mit 50 mg BrdU/kg KG i.p. 
behandelt. Durch die immunhistochemischen Färbungen wurden die zu untersuchenden Zellen, 
neugebildete Zellen bzw. unreife Neurone sowie makrophagozytäre Zellpopulationen, markiert, 
und durch Auszählung die Größe und Zellproliferation pro Fläche im Läsionsareal und die 
Zellproliferation pro Fläche in den neurogenen Zonen untersucht. Die angefärbten Zellen 
stellten sich in der BrdU-, der DCX- und der ED1-Färbung dunkelbraun bis schwarz dar. Im 
Bereich der Läsion, der SVZ und der SGZ des HC wurden die signalpositiven Zellen beider 
Gehirnhemisphären auf der gesamten Dicke des Schnittes quantitativ erfasst. Auf die 
Datenerhebung folgte die proliferationskinetische und statistische Analyse. Die vorliegende 
Statistik zeigt die histologischen Befunde am 8. und letzten Versuchstag. Graphisch dargestellt 
sind die Gesamtsummen der gemessenen Flächen bzw. die Zellsummen pro Fläche. Die Box-
Whisker-Plots ermöglichen einen Vergleich der Datenverteilung unter den fünf Versuchsgruppen. 
Sie werden durch die numerische Deskription von Mittelwert (M) und Standardabweichung 
(STD) ergänzt. 
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IV.2.1 MESSUNGEN IM KONTUSIONSAREAL 
 
IV.2.1.1 Extension 
Anhand der Streuung von BrdU- und ED1-positiven Zellen wurde die Gesamtfläche des 
Kontusionsareals in der Penumbra des Traumas quantifiziert. Die verwendete Flächeneinheit ist 
1 mm². (Die Gruppe iCON ist in den Diagrammen zur Extension nicht vertreten, da nämliche 
Tiere keiner CCII unterzogen worden sind.) 
 
IV.2.1.1.1 Streuung der BrdU-positiven Zellen um die fokale Läsion 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lx 
n = 9 
aCSF 
n = 6 
PEDF 5 
n = 6 
PEDF 10 
n = 5 
11,9 ± 5,6 8,8 ± 3,1 10,3 ± 6,3 15,6 ± 7,4 
Tab. 11: Nummerische Deskription (M ± STD) der in Abb. 28 (Streuung der BrdU-positiven Zellen um die fokale Läsion) graphisch 
dargestellten Versuchsgruppen. „n“ gibt die gruppenspezifische Tieranzahl an. 
 
Bezogen auf die Streuung BrdU-positiver Zellen ergab sich für die Größenausdehnung des 
Läsionsareals die in Abb. 28 dargestellte Häufigkeitsverteilung innerhalb der einzelnen 
Versuchsgruppen. Mit dem Median als Referenzwert weist die Gruppe Lx eine deutlich kleinere 
Fläche auf als die Gruppe PEDF 10. Die Medianwerte für aCSF und PEDF 5 liegen darunter 
und ungefähr auf gleicher Höhe, wobei in PEDF 5 die Asymmetrie der Datenverteilung 
zugunsten des 75 %-Quartils auffällt. 
Abb. 28: Gesamtfläche des Kontusionsareals (in 
[mm²]) in den fünf Versuchsgruppen, gemessen in 
BrdU. Die Überprüfung der Messergebnisse für die 
Läsionsgesamtfläche in BrdU-Färbung in den 
Versuchsgruppen Lx, aCSF, PEDF 5 und 
PEDF 10 nach Kruskal und Wallis ergab mit p = 
0,293 keine Signifikanz. 
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Abb. 29: Ausdehnung des Kontusionsareals nach posttraumatischer Neurogenese BrdU-positiver Zellen. Dargestellt sind repräsentative 
histologische Ausschnitte des Läsionsbereichs (a) von Tieren ausschließlich mit Lx und (b) von Tieren, denen aCSF (jeweils 10fache 
Vergrößerung) bzw. (c) PEDF [10 µg/ml] (Vergrößerung: x 4) infundiert worden war. 
 
IV.2.1.1.2 Streuung der ED1-positiven Zellen um die fokale Läsion 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lx 
n = 9 
aCSF 
n = 5 
PEDF 5 
n = 7 
PEDF 10 
n = 8 
19,8 ± 6,2 23,0 ± 16,6 30,3 ± 24,5 16,9 ± 4,5 
Tab. 12: Nummerische Deskription (M ± STD) der in Abb. 30 (Streuung der ED1-positiven Zellen um die fokale Läsion) graphisch 
dargestellten Versuchsgruppen. „n“ gibt die gruppenspezifische Tieranzahl an. 
 
Die Analyse des Läsionsareals, gemessen an der gruppenspezifischen Ausdehnung ED1-positiver 
makrophagozytärer Zelllinien, stellt sich graphisch (s. Abb. 30) wie folgt dar: der Median von Lx 
liegt ungefähr auf gleicher Höhe mit den Medianen der Gruppen aCSF und PEDF 10. Entgegen 
der Annahmen in der Hypothese beschreibt der Median in PEDF 5 eine vergleichsweise größere 
Abb. 30: Gesamtfläche des Kontusionsareals (in 
[mm²]) in den fünf Versuchsgruppen, gemessen in 
ED1. Mit p = 0,337 zeigen die Messergebnisse für 
die Läsionsgesamtfläche in ED1-Färbung in den 
Versuchsgruppen Lx, aCSF, PEDF 5 und 
PEDF 10 nach Kruskal und Wallis keine 
Signifikanz. 
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Kontusionsfläche. Mit Ausnahme von Lx, wo das 75 %-Quartil mit seiner Größe deutlich 
dominiert, sind die Daten der übrigen Versuchsgruppen relativ symmetrisch verteilt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 31: Ausdehnung des Kontusionsareals nach posttraumatischer Proliferation ED1-positiver aktivierter Mikrogliazellen. Dargestellt sind 
repräsentative histologische Ausschnitte des Läsionsbereichs (a) von Tieren ausschließlich mit Lx (Vergrößerung: x 20) und (b) von Tieren, 
denen aCSF (Vergrößerung: x 4) bzw. (c) PEDF [10 µg/ml] (Vergrößerung: x 10) infundiert worden war.  
 
IV.2.1.2 Zellproliferation 
Anschließend wurden in der BrdU- und ED1-Färbung die Zellen in der Zirkumferenz des 
Kontusionsareals ausgezählt. Dabei wurde zwischen peripherem und zentralem Läsionsareal 
differenziert, und im Anschluss aus beiden die Summe gebildet. Als Bezugsfläche wurden        
10³ µm² gewählt. 
 
IV.2.1.2.1 BrdU-positive Zellen/Fläche 
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Abb. 33 
Abb. 32 - Abb. 34: Anzahl BrdU-
markierter Zellen (pro 10³ µm²) im 
Kontusionsareal in den Versuchsgruppen 
Lx, aCSF, PEDF 5 und PEDF 10. 
Im Kruskal-Wallis-Testverfahren 
konnte für die Proliferation BrdU-
positiver Zellen in keinem der 
Messungsteilbereiche, weder in der 
Läsionsperipherie (s. Abb. 32) (p = 
0,273), noch im Läsionszentrum (s. 
Abb. 33) (p = 0,995) oder total (s. 
Abb. 34) (p = 0,915) Signifikanz 
nachgewiesen werden. 
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Versuchsgruppen 
Läsionsareal 
Lx 
n = 9 
aCSF 
n = 6 
PEDF 5 
n = 6 
PEDF 10 
n = 6 
(1) 4,8 ± 2,3 6,3 ± 3,7 7,5 ± 2,8 4,8 ± 4,2 
(2) 13,7 ± 2,8 14,1 ± 4,8 13,8 ± 4,0 11,6 ± 9,0 
(3) 18,5 ± 4,7 20,3 ± 8,3 21,3 ± 6,8 16,4 ± 12,4 
Tab. 13: Numerische Deskription (M ± STD) der in Abb. 32 - Abb. 34 (Zellproliferation der BrdU-positiven Zellen/Läsionsfläche in der 
Peripherie (1), im Zentrum (2) und total (3)) graphisch dargestellten Versuchsgruppen. „n“ gibt die gruppenspezifische Tieranzahl an. 
 
Die Abb. 32 - Abb. 34 dokumentieren die Zellproliferation BrdU-positiver Zellen in den 
Kontusionsarealen der vier Versuchsgruppen, differenziert in das Zellvorkommen in der 
Peripherie und im Zentrum der Läsion. Aus deren Summe wurde die Zellproliferation im 
gesamten Läsionsareal („total“) errechnet und ebenfalls in einem Diagramm dargestellt. Zunächst 
fällt auf, dass das Zentrum der Läsion in allen Gruppen eine höhere Proliferationsrate an BrdU-
positiven Neuronen aufweist als das periphere Läsionsareal. 
In der Peripherie der BrdU-gefärbten Kontusionsareale (s. Abb. 32) wurde in Lx und PEDF 10 
jeweils ein ähnlich niedriger Median gemessen, während die Medianwerte über aCSF hin zu 
PEDF 5 zunehmen. Die Daten von Lx sind hauptsächlich im oberen Quartil verteilt, in PEDF 5 
hingegen liegt die Mehrzahl der erfassten Zellen im unteren Quartil. Der große Box-Whisker-Plot 
von PEDF 10 veranschaulicht die große Streuung (bezogen auf die Häufigkeitsverteilung) der 
erfassten Daten. 
Im Läsionszentrum (s. Abb. 33) liegen die Medianwerte für Lx und aCSF auf ungefähr gleichem 
Niveau, wachsen jedoch in den Gruppen PEDF 5 und PEDF 10 auf etwas höhere, ebenfalls 
ähnliche Werte an. Erneut zeigt sich eine breite Streuung der Daten in PEDF 10 zugunsten des 
75 %-Quartils. 
Betrachtet man die Zellproliferation im gesamten Läsionsareal (s. Abb. 34), so findet sich in Lx 
der kleinste Median, in PEDF 5 und PEDF 10 imponieren höhere Werte. aCSF kommt 
dazwischen zu liegen. Ansonsten ist hier die Häufigkeitsverteilung der Daten sehr eng um den 
Median gruppiert, während der lange Box-Whisker-Plot in PEDF 10 eine große Streubreite in der 
Zellproliferation zeigt. 
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IV.2.1.2.2 ED1-positive Zellen/Fläche 
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Abb. 35 
ED1 - Läsionsareal Zentrum
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Versuchsgruppen 
 
Läsionsareal 
Lx 
n = 9 
aCSF 
n = 5 in (1), 
n = 6 in (2) und (3) 
PEDF 5 
n = 7 
PEDF 10 
n = 8 in (1), 
n = 9 in (2) und (3) 
(1) 12,3 ± 3,2 7,0 ± 1,7 8,0 ± 1,1 5,9 ± 1,4 
(2) 12,3 ± 3,2 13,8 ± 4,8 16,6 ± 3,8 14,9 ± 5,1 
(3) 19,4 ± 3,5 20,1 ± 7,0 24,6 ± 4,4 20,5 ± 6,3 
Tab. 14: Numerische Deskription (M ± STD) der in Abb. 35 - Abb. 37 (Zellproliferation der ED1-positiven Zellen/Läsionsfläche in der 
Peripherie (1), im Zentrum (2) und total (3)) graphisch dargestellten Versuchsgruppen. „n“ gibt die gruppenspezifische Tieranzahl an. 
 
 
Vergleich von zwei unabhängigen 
Stichproben 
ED1 – Läsionsareal 
Peripherie 
ED1 – Läsionsareal 
Zentrum 
Lx vs. aCSF - (p = 0,841) - (p = 0,346) 
Lx vs. PEDF 5 - (p = 0,458) * (p = 0,039) 
Lx vs. PEDF 10 ~ (p = 0,092) * (p = 0,031) 
aCSF vs. PEDF 5 - (p = 0,167) - (p = 0,253) 
aCSF vs. PEDF 10 - (p = 0,242) - (p = 0,724) 
PEDF 5 vs. PEDF 10 * (p = 0,011) - (p = 0,427) 
Tab. 15: Paarweiser Vergleich der (unabhängigen) Versuchsgruppen Lx, aCSF, PEDF 5 und PEDF 10 hinsichtlich eines signifikanten 
Unterschiedes in der Proliferation ED1-positiver Zellen in der Peripherie und im Zentrum des Kontusionsareals (nach Mann und Whitney). 
* signifikanter Unterschied (p < 0,05). ~ Trend (0,1 > p > 0,05). 
 
Abb. 35 - Abb. 37: Anzahl ED1-
markierter Zellen (pro 10³ µm²) im 
Kontusionsareal in den Versuchsgruppen Lx, 
aCSF, PEDF 5 und PEDF 10. Dargestellt 
ist die Zellproliferation in der 
Läsionsperipherie (s. Abb. 35), im 
Läsionszentrum (s. Abb. 36) und total (s. 
Abb. 37). 
Die statistische Analyse der Messergebnisse 
nach Kruskal und Wallis deutet mit 0,1 > p 
> 0,05 in der Läsionsperipherie (p = 0,075) 
und dem Läsionszentrum (p = 0,098) einen 
Trend an. Aus den Messergebnissen für das 
gesamte Läsionsareal ließ sich mit p = 0,147 
keine Signifikanz belegen. 
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Analog zu den BrdU-positiven Zellen wurden auch die ED1-markierten Zellen im Läsionsareal 
analysiert. Das Zellvorkommen wurde wiederum nach den drei oben beschriebenen 
Bezugsflächen differenziert: die Läsionsperipherie (s. Abb. 35), das Läsionszentrum (s. Abb. 36) 
und das gesamte Läsionsareal (s. Abb. 37). Während in der Peripherie PEDF 10 verhältnismäßig 
weniger ED1-positive Zellen aufweist als die übrigen Versuchsgruppen, imponieren im Zentrum 
und der Gesamtheit der Läsion in der Gruppe Lx die niedrigsten Zellzahlen. PEDF 5 und  
PEDF 10 weisen hier mehr Mikroglia auf als die übrigen Gruppen. 
In der Läsionsperipherie liegt der Median von PEDF 10 unter dem Median von Lx und dem 
Median von aCSF. Die meiste Mikroglia findet sich in PEDF 5. Sowohl in Lx als auch in aCSF 
sind die Daten mehrheitlich im unteren Quartil verteilt. Die Daten sind sowohl in PEDF 10, als 
auch in aCSF und Lx breit gestreut. Es dominiert die Datenverteilung unterhalb des Medians. 
Im Läsionszentrum weisen durchweg alle Versuchsgruppen mehr ED1-positive Zellen auf als in 
der Peripherie. Lx hat, gefolgt von aCSF, den niedrigsten Median. PEDF 5 zeigt das höchste 
Zellvorkommen, wobei sich in PEDF 10 ähnlich viele makrophagozytäre Zellen finden. In Lx, 
aCSF und PEDF 5 ist die Datenverteilung zugunsten des unteren Quartils verschoben. Dagegen 
scheinen die Daten in PEDF 10 innerhalb des 25- und 75 %-Quartils symmetrisch verteilt. 
Bezogen auf das gesamte Kontusionsareal ähnelt die Relation der Zellverteilung derjenigen im 
Läsionszentrum. In Lx kommen die wenigsten Zellen vor. Die Medianwerte von aCSF bzw. 
PEDF 10 liegen etwas darüber, auf etwa gleicher Höhe. Die meisten Zellen weist PEDF 5 auf. 
Insgesamt imponiert eine relativ symmetrische Datenverteilung. 
 
 
 
IV.2.2  MESSUNGEN IN DEN NEUROGENEN ZONEN 
Die SVZ und die SGZ des DG des HC wurden auf PEDF-induzierte Unterschiede in der 
Zellproliferation BrdU- und DCX-positiver Zellen untersucht. Zunächst werden die neurogenen 
Zonen entsprechend der Hemisphären unterschieden und die erfassten Zellzahlen dann 
summiert. Die Zellzahlen beziehen sich auf eine Einheitsfläche von 10³ µm². 
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IV.2.2.1 Zellproliferation in der SVZ 
 
IV.2.2.1.1 BrdU-positive Zellen/Fläche 
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Abb. 38 
BrdU - SVZ contralateral
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Versuchsgruppen 
SVZ-Areal 
iCON 
n =5 
Lx 
n =6 
aCSF 
n =6 
PEDF 5 
n =6 
PEDF 10 
n =5 
(1) 100,6 ±174,8 138,9 ± 211,7 150,5 ± 163,0 150,3 ± 163,4 258,7 ± 164,8 
(2) 112,1 ± 185,1 165,6 ± 256,8 171,6 ± 189,0 150,4 ± 163,1 278,9 ±190,7 
(3) 212,7 ± 359,7 304,5 ± 467,2 322,1 ± 351,8 300,7 ± 325,8 537,5 ± 352,5 
Tab. 16: Numerische Deskription (M ± STD) der in Abb. 38 - Abb. 40 (Zellproliferation der BrdU-positiven Zellen/Fläche der SVZ 
ipsilateral (1), contralateral (2) und total (3)) graphisch dargestellten Versuchsgruppen. „n“ gibt die gruppenspezifische Tieranzahl an. 
 
Die Diagramme (s. Abb. 38 - Abb. 40) zeigen den Einfluss der in vivo-Therapie mit und ohne 
PEDF auf die Proliferation BrdU-positiver Zellen in der SVZ der adulten Ratte. Die 
Datenverteilungen in der ipsi- und contralateralen SVZ ähneln einander, so dass sich die drei 
Diagramme auch hinsichtlich des Verteilungsverhältnisses der Daten innerhalb der einzelnen 
Versuchsgruppen gleichen. 
Unter der insgesamt hohen Streubreite der Daten fällt die Gruppe PEDF 10 besonders ins Auge: 
PEDF 10 weist unter allen Gruppen die höchste Proliferationsrate auf. Sowohl auf der ipsi- wie 
auch auf der contralateralen Seite sind die Medianwerte von iCON, Lx und PEDF 10 mit ihrer 
Lage am unteren Quartilsende asymmetrisch verteilt. In iCON ist kaum eine Proliferation 
neuronaler Vorläuferzellen festzustellen. Der Median von aCSF liegt ungefähr auf gleicher Höhe 
mit dem Median von PEDF 5. In aCSF und PEDF 5 sind die Daten symmetrischer verteilt als in 
iCON, Lx und PEDF 10. 
Abb. 38 – Abb. 40: Anzahl BrdU-markierter 
Zellen pro Fläche (in [µm² x 10³]) in der SVZ 
in den Versuchsgruppen iCON, Lx, aCSF, 
PEDF 5 und PEDF 10. Dargestellt ist die 
Zellproliferation in der ipsilateralen (s. Abb. 38) 
und der contralateralen (s. Abb. 39) SVZ sowie 
total (s. Abb. 40). 
Die Messergebnisse sind mit p = 0,572 in der 
ipsilateralen SVZ, mit p = 0,669 in der 
contralateralen und mit p = 0,554 in der 
gesamten SVZ (nach Kruskal und Wallis) nicht 
signifikant. 
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Abb. 40 
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IV.2.2.1.2 DCX-positive Zellen/Fläche 
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Abb. 42 
Abb. 41: Zellproliferation BrdU-positiver Zellen in der SVZ. Dargestellt sind repräsentative histologische Ausschnitte der lateralen SVZ 
(a) von Tieren ausschließlich mit Lx und (b) von Tieren, denen PEDF [10 µg/ml] infundiert worden war. Vergrößerung: x 10. 
(a) (b) 
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Abb. 43 
Abb. 42 - Abb. 44: Anzahl DCX-
markierter Zellen pro Fläche (in [µm² x 
10³]) in der SVZ in den 
Versuchsgruppen iCON, Lx, aCSF, 
PEDF 5 und PEDF 10. Abgebildet 
sind die DCX-exprimierenden Zellen in 
der ipsilateralen (s. Abb. 42) und der 
contralateralen (s. Abb. 43) SVZ sowie 
total (s. Abb. 44). 
Die statistische Analyse nach Kruskal 
und Wallis zeigt für kein Messungsareal 
Signifikanz: p = 0,728 in der 
ipsilateralen SVZ, p = 0,971 in der 
contralateralen und p = 0,919 in der 
gesamten SVZ. 
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Versuchsgruppe 
SVZ-Areal 
iCON 
n = 5 
Lx 
n = 9 
aCSF 
n = 6 
PEDF 5 
n = 7 
PEDF 10 
n = 9 
(1) 4,8 ± 5,8 3,0 ± 1,2 7,2 ± 5,7 8,4 ± 8,6 8,5 ± 9,2 
(2) 4,9 ± 5,7 3,3 ± 1,8 6,3 ± 5,1 7,5 ± 7,8 7,3 ± 8,3 
(3) 9,8 ± 11,4 6,2 ± 2,9 13,5 ± 10,3 16,0 ± 16,2 15,8 ± 17,5 
Tab. 17: Numerische Deskription (M ± STD) der in Abb. 42 - Abb. 44 (DCX-positive Zellen/Fläche der SVZ ipsilateral (1), 
contralateral (2) und total (3)) graphisch dargestellten Versuchsgruppen. „n“ gibt die gruppenspezifische Tieranzahl an. 
 
 
Die Messergebnisse der Expression DCX-positiver Zellen in der SVZ sind in den Diagrammen 
Abb. 42 - Abb. 44 zusammengefasst. Die Daten in iCON, Lx, PEDF 5 und PEDF 10 sind 
asymmetrisch verteilt, die Mediane liegen jeweils am Ende der Box. aCSF zeigt bei einer 
vergleichsweise symmetrischen Datenverteilung das höchste Zellvorkommen. PEDF 5 und 10 
zeichnen sich einerseits durch den am unteren Quartil gelegenen Median und andererseits durch 
die größte Streuung unter den Versuchsgruppen aus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 45: DCX-positive Zellen in der SVZ. Dargestellt sind repräsentative histologische Ausschnitte der lateralen SVZ (a) von Tieren 
ausschließlich mit Lx und (b) von Tieren, denen PEDF [10 µg/ml] infundiert worden war. Vergrößerung: x 20. 
(a) (b) 
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V.2.2.2 Zellproliferation in der SGZ des hippocampalen DG 
 
IV.2.2.2.1 BrdU-positive Zellen/Fläche 
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Abb. 46 
BrdU - Hippocampus contralateral
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Versuchsgruppen 
HC-Areal 
iCON 
n = 5 in (1) und (3), 
n = 3 in (2) 
Lx 
n = 6 
aCSF 
n = 6 
PEDF 5 
n = 6 
PEDF 10 
n = 5 
(1) 0,1 ± 0,1 0,8 ± 0,8 1,0 ± 0,7 0,6 ± 0,6 0,7 ± 0,9 
(2) 0,1 ± 0,1 0,2 ± 0,1 0,3 ± 0,2 0,1 ± 0,1 0,1 ± 0,1 
(3) 0,3 ± 0,2 1,0 ± 0,9 1,3 ± 0,8 0,8 ± 0,7 0,8 ± 1,0 
Tab. 18: Deskription (M ± STD) der in Abb. 46 - Abb. 48 (Zellproliferation der BrdU-positiven Zellen/Fläche des HC ipsilateral (1), 
contralateral (2) und total (3)) graphisch dargestellten Versuchsgruppen. „n“ gibt die gruppenspezifische Tieranzahl an. 
 
Vergleich von zwei unabhängigen 
Stichproben 
BrdU – HC 
ipsilateral 
BrdU – HC 
total 
iCON vs. Lx * (p = 0,018) * (p = 0,045) 
iCON vs. aCSF * (p = 0,006) * (p = 0,006) 
iCON vs. PEDF 5 - (p = 0,100) - (p = 0,201) 
iCON vs. PEDF 10 - (p = 0,175) - (p = 0,465) 
Lx vs. aCSF - (p = 0,262) - (p = 0,200) 
Lx vs. PEDF 5 - (p = 0,522) - (p = 0,262) 
Lx vs. PEDF 10 - (p = 0,584) - (p = 0,465) 
aCSF vs. PEDF 5 - (p = 0,150) - (p = 0,109) 
aCSF vs. PEDF 10 - (p = 0,273) - (p = 0,201) 
PEDF 5 vs. PEDF 10 - (p = 0,584) - (p = 0,584) 
Tab. 19: Paarweiser Vergleich der (unabhängigen) Versuchsgruppen Lx, aCSF, PEDF 5 und PEDF 10 hinsichtlich eines signifikanten 
Unterschiedes in der Proliferation BrdU-positiver Zellen im ipsilateralen und gesamten HC (nach Mann und Whitney). 
* signifikanter Unterschied (p < 0,05). 
Abb. 46 - Abb. 48: Anzahl BrdU-
markierter Zellen pro Fläche (in [µm² x 
10³]) in der SGZ des HC in den 
Versuchsgruppen iCON, Lx, aCSF, 
PEDF 5 und PEDF 10. Dargestellt ist 
die Zellproliferation im ipsilateralen (s. 
Abb. 46) und contralateralen (s. Abb. 47) 
HC sowie total (s. Abb. 48). 
Die Überprüfung der Messergebnisse nach 
Kruskal und Wallis ergab für den 
ipsilateralen und den gesamten HC mit p = 
0,050 bzw. p = 0,066 einen Trend (0,1 
> p > 0,05). Für den contralateralen HC 
(p = 0,148) konnte keine Signifikanz 
nachgewiesen werden. 
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Neben der SVZ wurde auch die SGZ des hippocampalen DG untersucht. Die Proliferation 
BrdU-markierter neuronaler Präkursorzellen ist graphisch in den Diagrammen Abb. 46 - Abb. 48 
dargestellt. Durchweg fällt die geringe Zellzahl auf. 
Im ipsilateralen HC (s. Abb. 46) zeigt aCSF die höchste Proliferationsrate. Die Gruppen Lx, 
PEDF 5 und PEDF 10 weisen ein ähnliches Zellvorkommen auf. In den vier erstgenannten 
Gruppen sind die Daten asymmetrisch zugunsten des oberen Quartils verteilt, wobei Lx und 
PEDF 5 am breitesten streuen. In iCON ließen sich kaum BrdU-positive Zellen detektieren. 
Contralateral (s. Abb. 47) verändern sich die Relationen innerhalb der Gruppen. Die HCs von 
PEDF 5 und 10 zeigen nur mehr ein geringes Zellvorkommen. aCSF weist wiederum die höchste 
Proliferationsrate mit der zugleich höchsten Streuung auf. Nach Höhe der Proliferation folgen Lx 
und iCON. 
Die Resultate im gesamten HC (s. Abb. 48) ähneln hinsichtlich der Verteilung der Medianwerte 
den Ergebnissen im ipsilateralen Bereich. aCSF weist, gefolgt von Lx, das größte Zellvorkommen 
bei der zugleich größten Streubreite auf. Auch die Daten von PEDF 5 und 10 sind asymmetrisch 
zugunsten des oberen Quartils verteilt, wobei die Medianwerte auf nahezu identischer Höhe 
liegen. Die geringste Zellproliferation bei der geringsten Streubreite der symmetrisch verteilten 
Daten zeigt iCON. 
 
 
 
 
 
 
 
 
(a) (b) 
Abb. 49: Zellproliferation BrdU-positiver Zellen im HC. Dargestellt sind repräsentative histologische Ausschnitte der SGZ des 
hippocampalen DG (a) von Tieren ausschließlich mit Lx und (b) von Tieren, denen PEDF [10 µg/ml] infundiert worden war. 
Vergrößerung: x 10. 
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IV.2.2.2.2 DCX-positive Zellen/Fläche 
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Versuchsgruppen 
HC- 
      Areal 
iCON 
n = 5 
Lx 
n = 9 
aCSF 
n = 6 
PEDF 5 
n = 7 
PEDF 10 
n = 8 in (1), 
n = 9 in (2) und (3) 
(1) 1,2 ± 0,3 2,0 ± 1,9 1,9 ± 0,7 1,4 ± 0,6 1,4 ± 0,5 
(2) 1,0 ± 0,2 2,0 ± 2,0 1,7 ± 1,1 1,3 ± 0,7 1,3 ± 0,6 
(3) 2,2 ± 0,5 4,0 ± 3,8 3,7 ± 1,7 2,7 ± 1,3 2,4 ± 1,4 
Tab. 20: Deskription (M ± STD) der in Abb. 50 - Abb. 52 (DCX-positive Zellen/Fläche des HC ipsilateral (1), contralateral (2) und 
total (3)) graphisch dargestellten Versuchsgruppen. „n“ gibt die gruppenspezifische Tieranzahl an. 
 
 
Schließlich wurde die SGZ des hippocampalen DG auf die Expression DCX-positiver Zellen 
untersucht (s. Abb. 50 - Abb. 52). Die Medianwerte der Versuchsgruppen aller drei Diagramme 
konstatieren auch für die DCX-Färbung sehr niedrige Expressionsraten. 
Im ipsilateralen HC (s. Abb. 50) zeigt aCSF bei symmetrischer Datenverteilung die höchste 
Expressionsrate. Die Medianwerte von Lx, PEDF 5 und PEDF 10 liegen sehr dicht zusammen, 
wobei die Daten in allen drei Box-Whisker-Plots asymmetrisch zugunsten des oberen Quartils 
verteilt sind. Lx zeigt die breiteste Datenstreuung. Das geringste Zellvorkommen bei zugleich 
kleinster Streuung weist iCON auf. 
Im Vergleich zu den hippocampalen Arealen ipsilateral wurden contralateral (s. Abb. 51) noch 
niedrigere Medianwerte gemessen. Auch contralateral hat aCSF das höchste Zellvorkommen bei 
Abb. 50 - Abb. 52: Anzahl DCX-
markierter Zellen pro Fläche (in [µm² x 10³]) 
in der SGZ des HC in den Versuchsgruppen 
iCON, Lx, aCSF, PEDF 5 und PEDF 
10. Abgebildet sind die DCX-exprimierenden 
Zellen im ipsilateralen (s. Abb. 50) und 
contralateralen (s. Abb. 51) HC sowie total 
(s. Abb. 52). 
Die Messergebnisse sind mit p = 0,379 im 
ipsilateralen HC, mit p = 0,928 im 
contralateralen und p = 0,689 im gesamten 
HC nicht signifikant. 
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asymmetrischer Datenverteilung zugunsten des unteren Quartils und einer breiten Streuung. Die 
Mediane von PEDF 5 bzw. PEDF 10 liegen tiefer, wobei die Daten von PEDF 5 asymmetrisch 
zugunsten des oberen Quartils verteilt sind. In PEDF 10 geht contralateral ein Versuchstier mehr 
in die Analyse ein. Die geringste Expressionsrate zeigen iCON und Lx. In beiden Gruppen 
streuen die Daten vornehmlich im oberen Quartil. 
Entsprechend ergibt sich das letzte Diagramm (s. Abb. 52) aus der Summe der beiden 
hippocampalen Areale. aCSF hat das höchste Zellvorkommen, gefolgt von PEDF 5 und     
PEDF 10. In iCON und Lx finden sich die wenigsten Zellen. Die größte Datenstreubreite zeigt 
Lx. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 53: DCX-exprimierende Zellen im DG der SGZ des HC. Dargestellt sind repräsentative histologische Ausschnitte des 
Läsionsbereichs (a) von Tieren ausschließlich mit Lx und (b) von Tieren, denen PEDF [10 µg/ml] infundiert worden war. 
Vergrößerung: x 10. 
(b) (a) 
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V. DISKUSSION 
 
 
Die traumatische Hirnschädigung stellt eine Erkrankung von großer Tragweite dar und fordert 
Medizin wie Gesellschaft in besonderem Maße. In den nationalen und internationalen 
epidemiologischen Daten ist das SHT neben Schlaganfall oder Carcinomerkrankungen als 
gleichermaßen häufige wie lebensbedrohliche und lebensverändernde Krankheitsentität präsent. 
Dies ist insbesondere bemerkenswert, da das SHT im Vergleich zu vorgenannten in der Tendenz 
eher eine Verletzung des jüngeren, im Allgemeinen bis dato gesunden Menschen ist, dessen 
Lebensumstände sich dadurch - sozial wie beruflich - akut und von Grund auf ändern. Das 
Ausmaß des Gehirnschadens sowie die weitgehend fehlenden Regenerationsmöglichkeiten des 
Hirngewebes bedingen bei posttraumatischem Überleben die enormen Einschränkungen der 
Lebensqualität bis hin zu langandauernden Behinderungen oder einem apallischen 
Syndrom338,387,403,449. 
In der Medizin existiert bislang keine klinisch etablierte und direkt wirksame Therapiemaßnahme 
zur gezielten kausalen Behandlung der Pathomechanismen, die von einem SHT initiiert werden. 
Den zahlreichen experimentellen und klinischen Studien weltweit gemeinsam ist die Motivation, 
die extrem hohe Morbidität und Mortalität dieses Krankheitsbildes zu senken. 
 
 
Wegbereitend für die SHT-Forschung war im letzten Jahrhundert der Fall von Ramón y Cajals 
Dogma, nach dem das adulte Säugergehirn ein postmitotisches Organ sei350. In der vergangenen 
Dekade revolutionierte die Entdeckung neuronaler Stammzellen im adulten Säugetiergehirn, 
verbunden mit ihrer kontinuierlichen Genese und Persistenz bis ins hohe Erwachsenenalter, die 
Neurowissenschaften (s. Abb. 54)141,222,224,313,317. Infolge der Identifikation der neurogenen 
Zonen20,21,25,66,213,259,437 eröffnete sich mit der Erforschung des zugrunde liegenden Mikromilieus als 
regulatorischer Instanz ein vollkommen neues wissenschaftliches Betätigungsfeld. Die sog. 
„Stammzellnische“ beschreibt ein phylogenetisch angelegtes und bisher nur in Grundzügen 
erforschtes Kommunikationssystem zwischen mesenchymalen Geweben (Endothel- oder 
Ependymzellen) und zirkulierenden Faktoren322, deren dynamische Interaktion die 
Selbsterneuerung und Differenzierung von neuronalen Stammzellen und Vorläuferzellen und 
damit den Prozess der adulten Neurogenese steuert24,341,416. PEDF ist einer dieser Faktoren. 
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Abb. 54: (a) Das SVZ-OB-System. Dargestellt ist ein schematischer Sagittalschnitt durch das adulte Nagergehirn mit dem OB links und dem 
Cerebellum (CB) rechts. Die SVZ liegt entlang der lateralen Wand des Seitenventrikels (LV, blau). In der gesamten SVZ werden 
kontinuierlich neue Neuronen produziert, die sich dann als Typ A Zellen ((c) und (d)) kettenförmig aufreihen (rote Linien) und ((d)) ein 
komplexes Netzwerk aus untereinander verbundenen Pfaden in der SVZ ausbilden. Viele dieser Ketten in der anterioren SVZ schließen sich 
dem RMS an, der die jungen Neuronen in den Kern des OB leitet. Im OB dispergieren die Zellen radiär (gepunktete Linien) als individuelle 
Zellen und vollenden ihre Differenzierung in granuläre und periglomeruläre Interneurone. NC, Neocortex; cc, Corpus callosum. 
(b) und (c) Zellarchitektur und Zelllinien in der SVZ. (b) zeigt einen Koronarschnitt aus dem anterioren Nagerhirn, in dem die Lokalisation 
der SVZ an der lateralen Wand des LV gekennzeichnet ist. Der zelluläre Aufbau der SVZ ist (c) zu entnehmen. Kettenformationen aus 
jungen Neuronen (Typ A Zellen, rot) werden von Typ B Zellen (blau) umhüllt, die astrozytäre Charakteristika aufweisen und tubuläre 
Scheiden formen. Neurosphären aus hoch proliferativen Typ C Zellen (grün) stehen mit den Typ A Zell-Ketten in Verbindung. Ependymale 
(E) Zellen bilden die Epithelzellschicht, welche die SVZ vom LV trennt. Die Typ B Zellen generieren die sich schnell teilenden Typ C Zellen 
(auch als Transitory Amplyfying Neural Progenitors bezeichnet), die wiederum die Typ A Zellen hervorbringen. 
(d) Migrationsketten. Junge Neuronen im Netzwerk der SVZ und des RMS migrieren aneinander entlang und bilden so lange Ketten. Die 
Ketten aus migrierenden Zellen (rot) sind von einer Gliazellscheide (blau) eingehüllt, die astrozytäre Charakteristika aufweist: dichte Bündel 
GFAP-haltiger Intermediärfilamente mit Kontakt zu Blutgefäßen ((d) unten). Bei den hier abgebildeten zwei Ketten sind auf der unteren nur 
einige Astrozyten eingezeichnet, um die dichte Organisation der Typ A Zellen zu Ketten aufzuzeigen. Die intrazellulären Charakteristika von 
einigen der Typ B Zellen (hellblau) und Typ A Zellen (gelb) sind entsprechend eingezeichnet. Auf der unteren Kette rechts ist eine Typ A Zelle 
in Mitose zu sehen (modifiziert nach23). 
 
 
 
(a) (d) 
(b) 
(c) 
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V.1 MOTIVATION UND ZIEL DER STUDIE 
Seit der Entdeckung von PEDF 1989425 und der fortan intensiven Beforschung seiner 
vielversprechenden neuromodulatorischen Effekte in vitro verbinden sich mit seinem Einsatz am 
traumatisierten Gehirn in vivo große therapeutische Hoffnungen133,348,422. Bislang existieren in der 
Literatur ausschließlich Belege über die neuroprotektiven und neuroregenerativen Effekte von 
PEDF in vitro. In der vorliegenden Studie wurde erstmalig am standardisierten Tiermodell 
untersucht, ob die posttraumatische intraventrikuläre in vivo-Applikation von PEDF als 
neuroregenerative Therapiemethode bei experimentellem SHT an der Ratte geeignet ist. Die 
Prävention bzw. Eindämmung der spezifischen, verlaufbestimmenden Sekundärschäden extra- 
und intrakranieller Genese stellt nach wie vor eine Herausforderung dar, gilt sie doch nach 
neuestem Wissensstand über Neuroprotektion als einzige Option, die Morbidität und Mortalität 
dieser Krankheitsentität zu senken202. Eine effektive neuroprotektive Therapie in der Frühphase 
der Behandlung ist zwar der unabwendbaren irreversiblen Primärläsion nicht zugänglich, wirkt 
aber zusätzlichem Substanzverlust entgegen. In Zusammenschau dieser Erkenntnisse wurde 
folgende Arbeitshypothese (s. Kap. II) postuliert: 
„Nach kontrollierter kortikaler Kontusion induziert die in vivo-Applikation von PEDF bei adulten 
Ratten die Neurogenese, moduliert die inflammatorische Reaktion von Mikroglia und zeigt 
konsekutiv eine neuroregenerative und neuroprotektive Wirkung.“ 
Bei kortikaler Traumatisierung sind auch sekundäre Prozesse80,136 (s. Kap. I.1.3.2) am Untergang 
von Nervengewebe beteiligt und vergrößern nicht nur das primäre Läsionsareal, sondern 
schädigen auch umliegende Hirnregionen, die daraufhin einen Funktionsausfall mit klinischer 
Symptomatik erleiden. Aus diesem Grund wurden nicht nur die PEDF-vermittelten 
Auswirkungen auf das Kerngebiet des Aufschlags (Fragestellung I) untersucht, sondern auch die 
Effekte auf das Zellvorkommen in den neurogenen Zonen (Fragestellung II). Zwar ergab die 
Ergebnis-Auswertung (s. Kap. IV) nach dem Kruskal-Wallis-Testverfahren für alle 
Untersuchungsreihen keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen 
Behandlungsgruppen, mitunter jedoch deutliche Trends. In zukünftigen Studien gilt es zu 
eruieren, ob der Faktor PEDF per se möglicherweise nicht wie erwartet auf BrdU-, DCX- bzw. 
ED1-positive Zellen wirkt, oder ob gegebenenfalls mit dem gewählten Versuchsaufbau die 
PEDF-induzierten Effekte nicht detektierbar sind. Nachfolgend werden die Methodik, die 
histologischen Parameter und Ergebnisse kritisch betrachtet, interpretiert und in den Kontext 
bisher aus der Literatur bekannter Forschungserkenntnisse auf diesem speziellen Feld gestellt. 
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V.2 UNTERSUCHUNGSGUT UND TIERVERLUST 
In den letzten Dekaden greifen die experimentellen Neurowissenschaften zur Simulation des 
SHT immer häufiger auf Tiermodelle an Kleintieren, besonders Nagetieren, zurück. Die 
meistverwendeten Modelle werden an Ratten durchgeführt. Als Untersuchungsgut vereinen 
Laborratten mehrere Vorteile107,109: 
 präzise Daten über Alter, Gewicht, Zustand und genetischen Hintergrund der Tiere 
 einfache anästhetische und chirurgische Handhabung während der 
Versuchsdurchführung 
 Wissen um Normwerte in einer Vielzahl von physiologischen und verhaltensorientierten 
Variablen 
 Kompatibilität zu anerkannten neurochemischen, pharmakologischen und histologischen 
Techniken, über die eine große Erfahrung im Vergleich zu anderen Spezies besteht 
 hohe Resistenz gegen Infektionen 
 niedrige Beschaffungs- und Unterhaltskosten 
 ökonomischer und effizienter Einsatz von Pharmaka und teuren Reagentien aufgrund des 
geringen Körpergewichts (KG). 
Dagegen wiegen einige nachteilige Fakten eher gering, so z.B. die Unterschiede der 
neuroanatomischen Strukturen und Massenrelationen von Hirngewebe, Schädel und 
extrakraniellen Weichteilen im Vergleich zum Menschen107. 
Während des Versuchs verstarben fünf von den ursprünglich 40 Tieren nach der 
Traumainduktion (s. Tab. 10 in Kap. IV.1). Für das invasive Experiment an sich bedeutet dies 
zwar keine unerhebliche Ausfallsrate, aber dennoch erweist sich die Traumastärke nicht so 
schwer, als dass ein Weiterleben in der achttägigen Versuchsphase nicht gewährleistet würde. Die 
statistische Auswertung des während der Versuchsphase präzise und unverwechselbar 
dokumentierten Gewichtsverlaufs der Tiere ergab zu keinem Messzeitpunkt (s. Tab. 8 in        
Kap. IV.I) einen signifikanten Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen. Der allen Ratten 
gemeinsame Gewichtsverlust verdeutlicht, dass das experimentelle Setting eine generelle Belastung 
für den Organismus darstellt. Ungeklärt bleibt, inwieweit die EZ-Reduktion durch die physischen 
Folgen des Eingriffs (Trepanation und/oder CCII und/oder intraventrikuläre PEDF-Infusion) 
bedingt ist, und ob auch die psychische Belastungssituation eine Rolle spielt. Verglichen mit den 
Kontrolltieren schienen das Wachstum und die Gesamtentwicklung der nach Schema 
behandelten Tiere nicht grob beeinträchtigt zu sein. Zu bedenken ist ferner, dass aus 
organisatorischen Gründen die Gewebegewinnung aus drei unterschiedlichen Versuchsgruppen 
zu unterschiedlichen Operations-Zeitpunkten (März und November 2005, Januar 2006) erfolgte, 
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was potentiell Fehlerquellen hinsichtlich gruppenspezifischer Besonderheiten (z.B. in Aufzucht, 
Umgebungsgewöhnung oder Behandlung) bergen kann. Da jedoch bei dem Alter, der 
Eingewöhnung und allen Folgeeingriffen an den Versuchstieren streng standardisierte 
Rahmenbedingungen eingehalten wurden, ist diese Wahrscheinlichkeit vernachlässigbar gering. 
Auffallend ist die den Ergebnissen durchweg immanente große Datenstreubreite. Es muss in 
Betracht gezogen werden, dass die unerwartet hohe biologische Variabilität, die in 
Zusammenhang mit dem bewusst gewählten, geringen Stichprobenumfang von 35 
Versuchstieren steht, keine statistische Trennschärfe gewährleistet. Beispielhaft sei an dieser Stelle 
auf die Auswertung der Fragestellung II.1 verwiesen. Die Analysen BrdU-positiver Zellen in der 
SVZ zeigten für alle Versuchsgruppen eine breite Datenstreuung, wie die weit vom Median 
entfernten und häufig asymmetrisch liegenden oberen und unteren Quartile der Box-Whisker-Plots 
veranschaulichen. Auffallend sind jedoch in beiden Hemisphären der SVZ dominant hohe DNA-
Syntheseraten in den PEDF-behandelten Gruppen. Trotz fehlender Signifikanz im Vergleich zu 
den Kontrollgruppen, ähnelt dieses Resultat doch bereits gewonnenen Erkenntnissen am intakten 
Nagerhirn348. Zu konstatieren ist, dass unser Experiment als explorative Pilotstudie angelegt ist, 
die gewisse Tendenzen für PEDF-Effekte (s.u.) aufzeigt, dass jedoch aufgrund fehlender 
Signifikanz die postulierte Hypothese nicht bestätigt werden kann. Inwieweit hierfür die 
biologische Varianz eine tragende Rolle spielt, gilt es, in Folgestudien zu veri- bzw. falsifizieren. 
 
 
 
V.3 INTRAVENTRIKULÄRE VERTEILUNG („DRUG DELIVERY“) VON PEDF 
DURCH DIE ALZET®-PUMPE 
V.3.1 VORTEILE VON DRUG DELIVERY SYSTEMEN 
Die Miniaturpumpe der Fa. Alzet® ist eine in Tierlabors etablierte, da präzise, vielseitig 
einsetzbare und nebenwirkungsarme Methode, um Ratten über einen protrahierten Zeitraum 
kontrolliert intraventrikulär eine Testsubstanz (PEDF bzw. aCSF (Vehikel)) zu applizieren, ohne 
dabei durch ein externes Konnektionssystem ein zusätzliches Infektionsrisiko eingehen zu 
müssen oder das Versuchstier mehrmaliger Manipulation auszusetzen. Der operative Eingriff ist 
auf die Implantation (und die Explantation des Systems nach Euthanasie) limitiert. 
In den letzten zwei Jahrzehnten haben sich mit der Entwicklung implantierbarer Drug Delivery 
Systeme wie der osmotischen Minipumpe von Alzet® in der medizintechnischen Forschung 
völlig neue Möglichkeiten für die kontrollierte Medikamentenfreisetzung eröffnet. In Klinik und 
Wissenschaft gewinnt die gezielte lokale und zeitliche Verabreichung (potentieller) Therapeutika 
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zunehmend an Bedeutung137,282,420. Das Pumpsystem ist in vielen Aspekten alternativen Ansätzen 
wie z.B. der Wirkstoff-Applikation über Haut oder Nasenschleimhaut oder konventionellen 
Methoden wie der oralen Aufnahme bzw. der i.v. Injektion überlegen. So muss bei systemischer 
Gabe von PEDF beispielsweise in Betracht gezogen werden, dass das Protein nicht befähigt sein 
könnte, die BBB zu kreuzen und damit seinen Wirkort zu erreichen. Im Unterschied zu 
systemischen Verteilungsverfahren tritt bei implantierbaren Systemen zudem der 
Verdünnungseffekt in den Hintergrund, d.h. mit geringeren Wirkstoff-Konzentrationen werden 
die gewünschten Effekte erzielt, ohne dabei mögliche dosisbedingte Nebenwirkungen, die häufig 
fernab des Wirkorts auftreten, hervorzurufen16,134,384. Vielmehr ist eine zielgerichtete Kontrolle 
von Wirkungsort (Pharmakodynamik) und Pharmakokinetik des Wirkstoffs möglich. In diesem 
Experiment wird PEDF (bzw. aCSF) aus einem internen Reservoir präzise im linken 
Seitenventrikel, contralateral zur kontusionierten Hemisphäre, freigesetzt und unter 
kontinuierlicher, gleichmäßiger Einspeisung durch den Liquorfluss (gleich einem „Wash out“-
Effekt) verteilt. Während orale oder i.v. Applikationsformen mit ungünstigen 
Konzentrationsverläufen, sog. peak and through-Zyklen (initial viel zu hohe Wirkstoff-Konz., 
gefolgt von einem rapiden Abfall innerhalb kurzer Zeit unter den therapeutisch wirksamen 
Konzentrationsbereich), verbunden sind, erhält die Alzet® Pumpe während des achttägigen 
Versuchsintervalls einen konstanten Wirkspiegel aufrecht und vermindert eine potentiell toxische 
Akkumulation. Am Zielort entstehen lokal hohe PEDF-Konzentrationen, die sich über die 
Liquorzirkulation intrazerebral verteilen. Durch lokales Drug Delivery können somit Wirkstoffe 
effizient eingesetzt werden, die, systemisch verabreicht, toxisch wirken könnten. Essentiell sind 
die Drug Delivery Systeme für die Verabreichung der neuen Generation von biotechnologisch 
hergestellten Wirkstoffen. Proteine wie rPEDF haben ungeschützt im Körper nur eine kurze 
Lebensdauer. Eine enterale Applikation verbietet sich, da das Protein bei Passage des 
Gastrointestinaltrakts rasch proteolytisch zersetzt würde. Durch die parenterale Freisetzung aus 
dem Pumpreservoir kommt PEDF erst zum gewünschten Zeitpunkt am Wirkort mit der 
physiologischen Umgebung in Kontakt. 
 
V.3.2 DRUG DELIVERY BEIM SHT: PHARMAKODYNAMIK VON PEDF 
Kritisch zu hinterfragen ist in diesem Versuchsaufbau, inwieweit sich das intraventrikulär 
applizierte PEDF pharmakodynamisch verteilt, d.h. ob es auch seinen Bestimmungsort, das 
Kontusionsareal und die Germinalzentren, erreicht hat. Da der rechtshemisphärische Kortex 
durch das CCII umfassend geschädigt wurde, entschied man sich methodisch für die Platzierung 
der Infusionskanüle im linken Seitenventrikel. Andernfalls wäre das Hirnparenchym u.U. für die 
nachfolgende gewebliche Aufarbeitung und Analyse zu sehr destruiert worden. Fraglich bleibt 
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jedoch, ob die Pumprate und –verweildauer sowie die contralaterale Lokalisation der Kanüle 
ausreichen, damit PEDF über die Liquorzirkulation in einer effektiven Wirkkonzentration zum 
Traumaareal auf der Gegenseite gelangt. Denkbar wäre auch, dass die durch den Sekundärinsult 
bedingten pathophysiologischen Veränderungen im Gehirn445 wie z.B. die Ausbildung eines 
Hirnödems oder der Anstieg des ICP die Diffusion von PEDF erschweren oder gar inhibieren. 
Die These eines insuffizienten Drug Delivery könnte möglicherweise die Analyse der 
subventrikulären DNA-Synthese stützen: zwar bleibt das Ergebnis einen Signifikanznachweis 
schuldig, dennoch zeichnen sich in der SVZ in den PEDF-behandelten Gruppen bilateral 
tendenziell höhere BrdU-positive DNA-Syntheseraten ab als in den Vergleichsgruppen. Ginge 
man nun von posttraumatischen pathomorphologischen Veränderungen des Gehirnparenchyms 
aus, welche die Bioverfügbarkeit von PEDF negativ beeinflussen, könnte PEDF nur die SVZ 
erreicht haben, da sie in unmittelbarer Nachbarschaft zum lateralen Ventrikelependym lokalisiert 
ist und somit leichter erreichbar wäre, als die weiter distanzierten Strukturen des HC und der 
Läsion. So ließe sich ein Ausbleiben der PEDF-Effekte in der SGZ des hippocampalen DG und 
im Kontusionsareal erklären. 
Technisch ließ sich in dem vorliegenden Experiment nicht be- bzw. widerlegen, ob PEDF durch 
das intraventrikuläre Drug Delivery tatsächlich seine Wirkung im Kontusionsareal entfalten kann, 
so dass unklar bleibt, ob die Ergebnisse auf den Einfluss von PEDF zurückzuführen sind, oder 
vielmehr der Versuchsaufbau eine mögliche Detektion traumaassoziierter PEDF-Effekte nicht 
zulässt. Dieser Kritikpunkt wirft auch die Frage auf, ob eine Ausdehnung der Versuchsphase 
beispielsweise auf ein 2-Monatsüberleben der Tiere ausschlaggebend wäre, um PEDF-vermittelte 
Effekte erfassen zu können. In Vergleichsstudien348 erfolgte die BrdU-Applikation bereits einen 
Monat vor PEDF-Infusion, um die Inkorporation des Proliferationsmarkers in Zellen mit langen 
Zellzyklen sicherzustellen. Möglicherweise wurde unsere Versuchsreihe abgebrochen, ehe PEDF 
– wie in vitro mehrfach nachgewiesen68,195,414,415,422 – neurotroph bzw. neuroregenerativ wirken 
konnte. 
Aufgrund der Umsicht bei der Implantation (s. Kap. III.1.3.2) und der Bestimmung des 
Residualvolumens nach Pumpen-Explantation (zur Verifizierung der Abgabetätigkeit bzw. der 
Pumprate) ist ansonsten von einer planmäßigen Abgabe von PEDF (bzw. aCSF) im Ventrikel bei 
optimaler Pumpfunktion auszugehen.  
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V.4 DETEKTION DER EFFEKTE VON PEDF 
Zu klären bleibt auch, ob die der Studie zugrunde liegenden Färbemethoden eine Detektion 
möglicher PEDF-Effekte zulassen. 
 
V.4.1 AUSWIRKUNGEN VON PEDF AUF DIE DNA-SYNTHESE 
V.4.1.1 Detektion neuronaler Zellteilung 
Berechtigt ist die Frage, ob BrdU als histologischer Parameter zur Detektion von stattgehabter 
DNA-Synthese für die Fragestellung dieser Studie hinreichend geeignet ist. 
Das synthetische Thymidinanalogon BrdU verteilt sich nach systemischer Applikation in allen 
Körperkompartimenten und wird zuverlässig in die DNA neu entstandener Zellen 
inkorporiert168. Überschüssiges BrdU wird rasch aus dem Körper eliminiert und hat deshalb nur 
eine relativ kurze Verweildauer von ca. zwei Stunden, was den Rückschluss zulässt, dass BrdU-
positive Zellen in dieser Zeitspanne DNA synthetisiert haben müssen113-115,410. BrdU bleibt über 
die gesamte Lebenszeit in der Zelle nachweisbar und kann durch immunhistochemische 
Techniken visuell detektiert werden. Sobald allerdings auf eine derartige Zellmarkierung weitere 
Zellteilungen folgen, kann das BrdU-Signal infolge des exponentiellen Verdünnungseffekts nach 
drei Mitosen unter die histologische Nachweisgrenze fallen442. Bis heute besteht die Kontroverse, 
ob mit BrdU ausschließlich und somit zuverlässig die Nachkommen sich teilender Stamm- und 
Vorläuferzellen markiert werden. Diskutiert wurde die Möglichkeit, dass auch DNA-
Reparaturprozesse in postmitotischen Zellen eine BrdU-Inkorporation in die Zellkerne 
induzieren könnten344, die mit der prätraumatischen DNA-Synthese in keinerlei Verbindung 
stehen. Trotz weiterhin bestehender Uneinigkeit124 ist BrdU von Experten in der Neurogenese-
Forschung als valider Marker anerkannt. 
Da mit BrdU allein allerdings nicht zwischen einzelnen Neuronentypen differenziert werden 
kann, und in der vorliegenden Arbeit somit nur unspezifisch eine neuronale Zellteilung 
konstatiert werden kann, ist in weiterführenden Arbeiten eine gleichzeitige Doppel- bzw. 
Dreifachmarkierung mit Antikörpern gegen zellspezifische Marker sinnig, um darüber hinaus eine 
Aussage über die Effekte von PEDF auf den Differenzierungsgrad neuronaler Zellen treffen zu 
können388. Hier eignet sich z.B. die Doppelfärbung mit BrdU und dem Neuronenmarker TUJ1, 
einem neuronalen Klasse III β-Tubulin, das hochspezifisch in frühen Entwicklungsstadien der 
neuronalen Zelllinie exprimiert wird und in Gliazellen nicht vorkommt246. Zum spezifischen 
Nachweis einer glialen Differenzierung, was hinsichtlich der vorliegenden Ergebnisse in der SVZ 
von großem Interesse ist (s.u.), bietet sich zusätzlich die Doppelfärbung von BrdU mit dem 
Protein GFAP an, das spezifisch in Astrozyten exprimiert wird208. 
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V.4.1.2 PEDF als Induktor von Zellproliferation 
In den Gehirnschnitten aller traumatisierten Versuchsgruppen (Lx, aCSF, PEDF 5 und       
PEDF 10) waren in der Penumbra der Läsion vermehrt BrdU-positive, proliferierende Zellen zu 
beobachten. Ungewiss bleibt, welche Zellpopulation/-en hier im Kontusionsareal mit dem 
Proliferationsmarker BrdU detektiert wurden. Möglicherweise könnte es sich bei dem dichten, die 
Läsion umgebenden Randsaum posttraumatisch proliferierender Zellen um neuronale 
Vorläuferzellen handeln. Allerdings kommt es dadurch nicht, wie in der Hypothese vermutet, zu 
einem neuroregenerativen Effekt im Sinne einer PEDF-induzierten Verkleinerung des 
Kontusionsareals. 
In der bisher publizierten Literatur wurde der Einfluss von PEDF auf die SGZ des 
hippocampalen DG noch nicht untersucht, weder am intakten Gehirn noch posttraumatisch. Bei 
der Analyse der Germinalzentren zeigte sich in den (ipsilateralen und gesamten) HCs 
unversehrter Kontrollratten (iCON) ein signifikant geringeres Vorkommen BrdU-markierter 
neuronaler Vorläuferzellen als bei Tieren mit Läsion (p = 0,018 ipsilateral bzw. p = 0,045 total) 
oder Tieren mit intraventrikulärer Infusion von aCSF (p = 0,006 ipsilateral bzw. p = 0,006 total). 
Dies weist darauf hin, dass eine Manipulation am Rattenkortex die hippocampale Neurogenese 
stimuliert. Insgesamt war die Proliferationsrate BrdU-positiver Zellen im HC allerdings sehr 
gering. Im Vergleich mit der SVZ fällt hier, wenngleich bei fehlender Signifikanz, tendenziell eine 
stärkere Proliferation BrdU-positiver Zellen auf, als dies im HC der Fall ist. Die Ergebnisse der 
SVZ werden in Zusammenschau mit der aktuellen Literatur wie folgt interpretiert: 
nach dem gegenwärtigen Forschungsstand existieren weder in vivo noch in vitro Erkenntnisse über 
die konkreten Auswirkungen von PEDF auf das zerebrale Trauma. Der Nachweis einer 
proliferationsfördernden Wirkung von PEDF wurde jedoch aktuell erbracht348. 
Proliferationsstudien am intakten adulten Mäusegehirn zeigten für eine zelluläre Subfraktion der 
SVZ, dass endogenes PEDF zwar keine stimulierende Wirkung auf das neuronale Überleben hat, 
jedoch sehr wohl auf die Teilungsrate BrdU- bzw. GFAP-positiver Typ B-Zellen348. Nach einer 
einwöchigen Versuchsphase mit intraventrikulärer Infusion von PEDF (20 ng/ml bei einer 
Flussrate von 0,5 µl/h) wurde den Tieren zum Nachweis der subventrikulären Zellproliferation 
am letzten Tag sieben Mal im Intervall von zwei Stunden BrdU (50 mg/kg KG) injiziert. 
Verglichen mit den Kochsalz (Vehikel)-behandelten Kontrollgruppen ließ sich eine globale 
Zunahme BrdU-positiver Zellen feststellen348. 
Auch in der vorliegenden Studie wurde die Proliferation BrdU-positiver Zellen speziell in der 
SVZ untersucht. Wenngleich statistisch in den PEDF-behandelten Tiergruppen kein signifikanter 
Unterschied zur Zellproliferation in den Kontrollgruppen (iCON, Lx, aCSF) nachgewiesen 
werden konnte, so deutet sich in Trends doch an, dass es in PEDF 10 und in geringerem Maße, 
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wohl da niedriger dosiert348, auch in PEDF 5 zu einem Anstieg der Zellzahl kommt. Allein mit 
dem Marker BrdU bleibt es allerdings spekulativ, auf welche zelluläre Subpopulation PEDF 
proliferationsfördernd wirkt. Richtungweisend sind auch hier die Erkenntnisse der 
Forschergruppe um Ramirez-Castillejo et al.348: um zu spezifizieren, ob PEDF mit seinen 
trophischen Effekten ausschließlich die neuronale Zelldifferenzierung stimuliert oder auch auf 
gliale Zellen induktiv wirkt, wurden ferner die Auswirkungen von PEDF auf die subventrikulären 
Typ B-Stammzellen untersucht. Diese Zellen zeichnen sich durch ihre Immunreaktivität für den 
Astrozytenmarker GFAP aus111,145,296. Da für die Typ B-Zellen lange Zellzyklen charakteristisch 
sind296, wurde den Mäusen in einer weiteren Versuchsreihe bereits einen Monat vor Beginn der 
PEDF-Infusion sechs-malig (zwei Mal pro Tag an drei aufeinander folgenden Tagen) BrdU 
injiziert, mit dem Ergebnis, dass mehr BrdU- und GFAP-positive Zellen detektiert wurden als in 
der Kontrolle. Dies lässt den Schluss zu, dass endogenes PEDF in vivo zur spezifischen 
Aktivierung und Selbsterneuerung der subependymalen Typ B-Zellen in der SVZ führt. 
Weiterführend bestätigte sich der Umkehrschluss, dass die Blockade von endogenem PEDF die 
Teilungsrate reduziert. Dazu wurde selektiv der C-terminale Molekülbestandteil von PEDF 
appliziert, der – anders als das neurotroph wirkende N-Terminal – die PEDF-Effekte inhibiert (s. 
Abb. 55 und Abb. 56). Nachfolgend ließ sich – verglichen mit den PEDF-behandelten Tieren 
sowie der Kontrollgruppe - eine Abnahme der Dichte GFAP-positiver Zellen beobachten. 
Folglich stellt PEDF zwar einen Stimulus für die B-Zellproliferation dar, ist jedoch kein 
entscheidender Faktor für deren Überleben348. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 55: Rezeptorbindungsstellen des 
PEDF-Moleküls. (a) zeigt die 
Ladungsverteilung im Bereich der 
Bindungsstelle mit den basischen (blau) 
und sauren (rot) Seitenketten. Den 
gekennzeichneten Helices hC und hD 
sowie loop 90 werden die neurotrophen 
Effekte von PEDF zugeordnet. (loop 20 
weist auffallend viele negative Ladungen 
auf.) In (b) (Stereo-Ansicht) ist die 
Sekundärstruktur der Bindungsstellen 
(magenta) dargestellt (nach382). 
 
(a) 
(b) 
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Abb. 56: Schematische Darstellung der bisher identifizierten funktionellen Domänen von PEDF. Abgebildet sind die bedeutenden 
Phosphorylierungsstellen und die Interaktionsstellen mit der extrazellulären Matrix. PKA, Proteinkinase A; CK2, Kaseinkinase 2; Ser, Serin 
(nach341). 
Interessant wäre, ob eine Ausweitung des vorliegenden Experiments auf die Analyse mit GFAP 
(Kolokalisierung BrdU/GFAP) dieses vorbeschriebene Resultat bestätigen würde. In der 
Zusammenschau mit den in dieser Arbeit erbrachten Ergebnissen ist durchaus denkbar, dass die 
SVZ als neurogene Nische mit speziellem Wachstumsmilieu24,212,303,341,348,416 aus bisher ungeklärten 
Gründen besonders suszeptibel für PEDF ist. Zwar ist auch der HC nachweislich ein Ort adulter 
Neurogenese, weist jedoch gegebenenfalls eine geringere neurogene Potenz auf als die SVZ. 
Möglicherweise bedingen dies bisher nicht spezifizierte Unterschiede im Mikromilieu beider 
Germinalzentren. Dieser Interpretationsansatz würde das Ausbleiben der PEDF-Effekte in der 
SGZ des hippocampalen DG und im Kontusionsareal erklären. 
 
V.4.1.3 PEDF als antiproliferativer Faktor 
Neben dem zuvor angeführten proliferationsfördernden Aspekt sind - seit der Entdeckung von 
PEDF in einer Vielzahl humaner fetaler und adulter Gewebe427 – seine antiproliferativen Effekte 
auf die unterschiedlichsten Zelltypen dokumentiert: beispielsweise bestätigten Kokulturstudien an 
PEDF-behandelten Mikroglia- und Astrozytenpopulationen aus dem Gehirn neugeborener 
Ratten den antiproliferativen Effekt des Proteins auf Astrozyten404 (s.u.). Ferner inhibiert PEDF 
in vitro die Angiotensin (Ang) II-vermittelte T-Zell-Proliferation durch Suppression (1.) der 
autokrinen Interleukin-2-Produktion und (2.) der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, wodurch 
der Faktor in der Arteriosklerose-Protektion an Bedeutung gewinnt457. Gleichermaßen 
inhibitorische und damit antiarteriosklerotische Wirkung zeigt PEDF durch seine antioxidativen 
Eigenschaften auf die AngII-induzierte Proliferation glatter Muskel-458 und Endothelzellen von 
Blutgefäßen459. Weiter supprimiert PEDF in den kapillären Endothelzellen der Choroidea in vitro 
die VEGF-vermittelte Zellproliferation und –migration440. 
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Neben seiner Bedeutung in der Behandlung neovaskulärer Erkrankungen verspricht PEDF als 
kombiniert antiangiogener, antiproliferativer, differenzierungsfördernder und neuroprotektiver 
Faktor auch antitumorigenes Potential122,423. Eine Studie an humanen Endometriumzellen 
bestätigte die Hypothese, dass der altersbedingte Abfall der PEDF-Spiegel ein Milieu schafft, das 
anfälliger für Tumorwachstum ist323. Die endometrialen Stromafibroblasten (ESF) bilden als 
dominierender Zelltyp des menschlichen Endometriums die Kontrollinstanz über die glandulären 
Epithelzellen, aus welchen die meisten Tumore entspringen. Mit der Seneszenz der ESF in vitro 
nimmt auch ihre Fähigkeit ab, das Wachstum und die Differenzierung der Epithelzellen adäquat 
zu regulieren. Dies korreliert mit einem Absinken des von den ESF sezernierten PEDF im 
Zellkulturmedium. Eine Supplementierung von PEDF zeigte zwar keine Wirkung auf die ESF-
Proliferation, inhibierte jedoch in Abhängigkeit von Dosis und Zeit die Proliferation 
endometrialer Carcinomzellen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass mit dem altersbedingten 
Verlust der PEDF-Expression ein Gegenregulator für Tumorzellwachstum eliminiert wird, und 
daher im Alter die Carcinom-Inzidenz steigt323. Weiterführend postulieren die Wissenschaftler, 
dass die gentherapeutisch induzierte, intratumorale Überexpression von exogen 
supplementiertem PEDF zur Apoptose von Tumorzellen führt und zudem durch die Hemmung 
der Angiogenese das Tumorwachstum inhibiert8,172,395. 
 
In endothelialen Zellkulturen unterschiedlichen Phänotyps wurden jedoch auch gegensätzliche 
Effekte von PEDF festgestellt: bei gefäßproliferativen Netzhauterkrankungen wie der 
diabetischen Retinopathie wird der proangiogene Faktor VEGF in der Retina überexprimiert und 
tritt in Wechselwirkung mit PEDF, dessen antiangiogene Aktivität in vivo durch seine Hemmung 
der Ischämie-induzierten retinalen Neovaskularisation nachgewiesen wurde119. Einerseits kann 
PEDF dann das endotheliale Zellwachstum supprimieren, indem es die VEGF-induzierte 
Aktivierung der Mitogen-aktivierten Protein-Kinase (MAPK) blockiert, andererseits ist belegt, 
dass PEDF in Kultur mit VEGF synergistisch mit dem proangiogenen Faktor wirkt und durch 
eine Steigerung der MAPK-Aktivierung die Zellproliferation fördert198. 
 
In der Zusammenschau der Literatur sind somit für Zellen unterschiedlichen Phänotyps bzw. 
Ursprungs in vitro und in vivo sowohl pro- als auch antiproliferative Wirkungen von PEDF 
beschrieben. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich posttraumatisch in der SVZ tendenziell eine 
höhere DNA-Syntheserate als hippocampal bzw. perikontusionell. Interpretatorisch 
richtungweisend ist die von Ramirez-Castillejo et al. erstbeschriebene, PEDF-induzierte Typ-B-
Stammzellproliferation in der SVZ348. Für endgültige Aussagen bleiben Analysen der PEDF-
Suszeptibilität im Hinblick auf Wachstumsmilieus und zelluläre Phänotypen unerlässlich. 
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V.4.2 EINFLUSS VON PEDF AUF DIE POSTTRAUMATISCHE ZELLULÄRE IMMUNREAKTION 
V.4.2.1 Detektion von Zellen der Mononukleären-Makrophagen-Linie 
Zur Untersuchung der Invasion phagozytärer Zellen bzw. aktiver Makrophagen wurde der Ak 
ED-1 (Ectodysplasin A) verwendet. ED1 weist als Pan-Makrophagenmarker viele gemeinsame 
Eigenschaften mit dem humanen Cluster of Differentiation (CD) 68 auf. Die antigene Determinante, 
gegen die sich der ED1-Ak richtet, ist eine 90 bis 100 kDa schwere einzelne Kette des „CD68-
like“-Glykoproteins der Ratte und wird insbesondere auf lysosomalen Membranen, aber auch auf 
der Zelloberfläche von Gewebsmakrophagen exprimiert. Das Ausmaß der Ag-Expression 
korreliert hierbei mit der phagozytotischen Aktivität der Mikrogliazellen91. Durch die ED1-
Färbung wird aktivierte Mikroglia am Ort der Entzündung darstellbar. Dennoch können mit dem 
Pan-Makrophagenmarker möglicherweise mikrogliale Subgruppen nicht visualisiert werden. 
Aufgrund dieses histochemischen Dilemmas ist bei der nachfolgenden Interpretation der 
Ergebnisse zunächst grundsätzlich zu hinterfragen, inwieweit ED1 sensitiv und spezifisch genug 
ist, um die in der Hypothese postulierten immunmodulatorischen Effekte von PEDF nach 
Trauma zu detektieren. Methodisch wäre eine Ergänzung der Färbereihe durch einen Marker 
höherer Spezifität durchaus anzustreben. Ein präziserer Nachweis wäre beispielsweise mit dem 
histochemischen Marker Isolektin B4 (IB4), einem Zellmembranprotein aus der Familie der 
Lektine, möglich, der spezifisch an Monozyten bindet402. Auch bei Lektin bleibt jedoch zu 
bedenken, dass es nicht mit 100 %iger Sensitivität Mikroglia zu binden und somit zu färben 
vermag. Da mikrogliale Vorläuferzellen MHC Klasse II-positiv sind und CD45 exprimieren74, 
eignen sich als weitere spezifische immunhistochemische Mikroglia-Detektoren175 auch der Pan-
Leukozytenmarker CD45/Leukocyte Common Antigen (LCA)265 oder der MHC Klasse II-Antikörper 
OX674. 
 
V.4.2.2 Auswirkungen von PEDF auf Mikroglia 
Bis heute ist sich die Wissenschaft uneins, ob sich die Aktivierung von Mikroglia bzw. 
Makrophagen, verbunden mit den nachfolgend induzierten Veränderungen (s. Kap. I.3.2.3), 
generell zuträglich oder hinderlich auf eine Gewebsregeneration auswirkt121,123,149,304,466. Eine 
Conclusio bezüglich der anti- oder proinflammatorischen Wirkung von PEDF ist in der aktuellen 
Literatur bislang nicht absehbar. Vor dem Hintergrund dieser Kontroverse stellte sich in dem 
vorliegenden Traumamodell die Frage nach dem Einfluss von PEDF auf das Immunsystem. 
Aktuellen in vitro-Studien zufolge wirkt der multipotente Faktor PEDF nicht nur auf neuronaler 
Ebene, sondern fungiert auch als Modulator einer überschießenden zellulären Immunreaktion im 
Nagergehirn368,404 (s.u.). Dies bot Anlass, in der vorliegenden Arbeit die posttraumatischen, 
PEDF-induzierten inflammatorischen Gewebsreaktionen in vivo zu untersuchen. Die statistische 
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Auswertung ergab weder hinsichtlich der Ausdehnung des Kontusionsareals noch der 
phagozytären Zellpräsenz in der Penumbra signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungs- 
und Kontrollgruppen. Dennoch lassen die in der ED1-Färbung beobachteten Trends (p = 0,075 
in der Peripherie und p = 0,098 im Zentrum) einen neuro-immunmodulatorischer Einfluss von 
PEDF auf die posttraumatische Entzündungsreaktion vermuten. Richtungweisend ist im 
Läsionszentrum das tendenziell höhere ED1-positive Zellvorkommen in den Gruppen PEDF 5 
und PEDF 10 im Vergleich zu Lx (p = 0,039 bzw. p = 0,031 nach Mann-Whitney-U) (s. Tab. 15 
in Kap. IV.2.1.2.2). Demnach könnte PEDF induktiv auf die mikrogliale Zellproliferation nach 
SHT wirken. Ein gegensätzlicher Trend zeichnet sich in der Läsionsperipherie ab, wo in      
PEDF 10 tendenziell weniger ED1-positive Zellen zu beobachten waren als in Lx (p = 0,092 im 
Stichprobenvergleich nach Mann-Whitney-U). Möglicherweise liegt diesem konträren Ergebnis 
die oben bereits erwähnte Verteilungsproblematik von PEDF zugrunde, will heißen, dass PEDF 
zwar durch die Liquorzirkulation in das unmittelbare Zentrum der Kontusion gelangen und dort 
proliferativ auf Mikroglia wirken konnte, ohne jedoch die Penumbra der Läsion zu erreichen. 
Offen bleibt auch die Frage der Dosis-Wirkungs-Beziehung von PEDF. In der Läsionsperipherie 
wurden nämlich in PEDF 5 mehr ED1-positive Zellen detektiert als in PEDF 10 (p = 0,011 nach 
Mann-Whitney-U). Eine potentielle Toxizität ist für PEDF – trotz bekannter 
proinflammatorischer Effekte368,404 - bisher nicht belegt422. Zudem scheint PEDF in der SVZ 
dosisabhängig proliferationsfördernd auf Neuronen zu wirken (PEDF 10 > PEDF 5, s.           
Abb. 38)348. Interpretatorisch ist denkbar, dass PEDF die zelluläre Immunreaktion in 
Abhängigkeit von dem umgebenden Mikromilieu sowohl pro- als auch antiinflammatorisch 
modulieren könnte. Zum gegenwärtigen Forschungsstand existieren – neben vielen offenen 
Fragen zur Signaltransduktion und den Wirkmechanismen423 - nur wenige Belege, wie PEDF 
seine multiplen Funktionen induziert. Es liegt jedoch die Vermutung nahe, dass er wie die 
meisten anderen Wachstumsfaktoren an einen oder multiple Rezeptoren der Zelloberfläche 
bindet und dort eine Kaskade intrazellulärer Prozesse triggert, die wiederum zu einer Regulation 
und Aktivierung am Zielgen führen14,32,54. Neben einer spezifischen PEDF-Zellrezeptor-
Interaktion scheinen allosterische Modifikationen269 (s. Abb. 56) und die Bindung an 
extrazelluläre Matrixkomponenten15,194,235,289,382 die biologische Aktivität des Moleküls zu 
regulieren. Nicht erforscht ist, ob es einen Pool an gebundenem PEDF gibt, zu dessen 
Freisetzung es bestimmter Stimuli wie z.B. Verletzung bedarf. Während die Effekte von PEDF 
auf Makrophagen und Mikroglia am nicht-läsionierten Gehirn mehrfach untersucht wurden (s.u.), 
liegt diesbezüglich bisher nur eine Studie am mit Kainsäure (KA) geschädigten Cerebellum der 
Ratte vor. Als Folge der rechtszerebellären Injektion von KA ließ sich im ipsilateralen 
Läsionsbereich eine Gleichzeitigkeit von PEDF-Expression und dem Auftreten von aktivierter 
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Isolektin B4-positiver Mikroglia beobachten367. Nach experimentellem SHT wurde die potentielle 
Wirkung von PEDF auf Mikroglia bislang nicht untersucht. Ausgehend von den Erkenntnissen 
dieser Arbeit könnte das posttraumatisch generierte Mikromilieu im Gehirn ursächlich sein für 
die proinflammatorische Wirkung von PEDF im Sinne der Induktion einer mikroglialen 
Immunreaktion. 
Weitere Orientierung gibt der aktuelle Forschungsstand: jüngeren Erkenntnissen zu Folge 
übernimmt PEDF in vitro neuro-immunmodulatorische Funktionen in glia len Zel len  
des Nagergehirns. Zum einen sind proinflammatorische  Effekte dokumentiert: die 
Forschergruppe um Sugita et al. (1997) belegte in Kulturstudien an Ratten-Mikroglia eine PEDF-
induzierte Aktivierung des mikroglialen Metabolismus404. Die aus dem Gehirn neugeborener 
Ratten isolierten glialen Zellen wurden in Kultur für 48 h mit humanem rPEDF45 behandelt. Da 
kultivierte Mikroglia zu langsam proliferiert, als dass rPEDF-vermittelte Effekte detektierbar 
wären, wurde als Proliferationsstimulans Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor          
(GM-CSF = 4 ng/ml) zugesetzt. Im Vergleich zu den mitgeführten unbehandelten Kontrollen, in 
denen sich die Mikroglia morphologisch homogen (stäbchen- oder spindelförmig mit Fortsätzen 
sowie vereinzelt mit Verzweigungen) präsentierte, veränderte sich die Mikroglia nach 24-
stündiger rPEDF-Exposition in kleine, runde Zellen mit kurzen Fortsätzen und in 15 – 20 % in 
eine flache, amöboide Form. Steigende Konzentrationen von rPEDF stimulierten, einer Dosis-
Wirkungs-Beziehung (ED50 = 1,3 nM) folgend, direkt den mikroglialen Metabolismus (gemessen 
am Umsatz des Kulturmediums bzw. der Aktivität von saurer Phosphatase), ohne dabei auf die 
Mitose, d.h. die Proliferation von Mikroglia, Einfluss zu nehmen. Die Transformation in die 
morphologisch aktive Form ließ sich mit einem Anti-PEDF-Ak blocken404. Weiterführend 
wurden auch Astrozytenkulturen untersucht. Auf den astrozytären Metabolismus und die 
Astrozytenproliferation zeigte PEDF keinen direkten Effekt, allerdings ließ sich in rPEDF-
behandelten Kokulturen aus Astrozyten und Mikroglia die Astrozytenproliferation inhibieren. 
Demzufolge liegt die Annahme nahe, dass rPEDF-stimulierte Mikroglia einen oder mehrere 
Faktoren freisetzt, der oder die eine Blockade der astroglialen Zellproliferation bedingen404. 
Aktuelle Arbeiten führen den Nachweis der PEDF-vermittelten Inflammation fort. In kultivierter 
Ratten-Mikroglia steigerte PEDF, wie auch an zerebellären Granulaneuronen in vitro 
beobachtet453, die Zytokin-Expression 368,411. Über die Aktivierung des cAMP response element 
binding (CREB)-Proteins oder Nekrosefaktor (NF)-kappaB induziert PEDF in mikroglialen 
Zellen proinflammatorische Gene wie IL-1 β, IL-6 und TNF-α368 und die Chemokin-Produktion 
(Macrophage Inflammatory Protein (MIP)-1 α, MIP-2 und MIP-3 α), die zur Migration von Mikroglia- 
und Immunzellen führen. Daher ist nicht auszuschließen, dass der klinische Einsatz von PEDF 
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beispielsweise zur Therapie der retinalen Neovaskularisation, des SHT oder der Ischämie 
inflammatorische Reaktionen auslösen und dadurch potentiell schädigend wirken könnte. 
Konträr zu den Beobachtungen von Sugita et al. (1997)404 wurden von Takanohashi et al. (2005) 
anti inflammatorische Wirkungen für PEDF belegt411. Trotz nachgewiesener Induktion von 
Entzündungsmediatoren zeigte sich nach einstündiger PEDF-Exposition parallel eine 
metabolische Deaktivierung von Ratten-Mikroglia. Der Nachweis wurde neben der 
morphologischen Umwandlung anhand der ausbleibenden Effekte auf die Expression von 
Aktivitätsmarkern wie OX-42 oder ED1 geführt411. Festzuhalten bleibt, dass in der Literatur 
sowohl Evidenz für die PEDF-vermittelte Pro- als auch Antiinflammation belegt ist. 
Entscheidend zu sein scheinen die jeweiligen zellulären Umstände bzw. der Status der 
untersuchten Zellen. 
Neben dem Einfluss auf Mikroglia wirkt PEDF ebenso gegensätzlich auf verschiedene 
Makrophagen-Zelllinien. Eine anti inflammatorische Wirkung ist für retinale 
Pigmentepithelzellen, die PEDF produzieren, beschrieben. In diesen Zellen retinalen Ursprungs 
inhibiert PEDF in vitro und in vivo die Lipopolysaccharid-vermittelte Aktivierung von 
Makrophagen und fungiert dadurch als Suppressor inflammatorischer Prozesse. Auf diese Weise 
leistet PEDF eine Kontribution zur relativen Immunprivilegiertheit des retinalen 
Pigmentepithels464. 
Auf Makrophagen der RAW-Zelllinie wirkt PEDF proinflammatorisch . Ähnlich den 
Ergebnissen von Sugita et al. (1997)404 aktiviert rPEDF in der RAW-Makrophagen-Zelllinie 
nachweislich den Metabolismus, inhibiert aber parallel dazu ihre Proliferation. Der 
Wirkungseintritt setzte zwölf Stunden nach rPEDF-Exposition ein und persistierte bei 
kontinuierlicher Supplementierung bis zu 72 h. rPEDF stimulierte die RAW-Zellen zu einer 
gesteigerten Sekretion löslicher Faktoren und erwies sich dadurch als indirekter Inhibitor der 
Gliom-Zellteilung. Dies belegt neuerlich den Einfluss von PEDF auf Neuronen und 
Immunsystemzellen82. Weiter induziert PEDF die Apoptose und Nekrose von Makrophagen. Im 
Rahmen der antiangiogenen PEDF-Funktionen wurde bereits die Induktion des apoptotischen 
Zelltodes von Endothelzellen konstatiert. PEDF führt auch die THP-1 Makrophagen der 
humanen monozytären Leukämie-Zelllinie und primäre humane Monocyte-derived Macrophages 
(MDMs) zur Apoptose. Über die Stimulation des Rezeptor-Signalwegs von Peroxisome Proliferator-
activated Receptor gamma (PPARgamma) induziert PEDF die Apoptose und Nekrose von 
Makrophagen und moduliert über diesen Mechanismus inflammatorische Prozesse191. 
Wie diskutiert bleibt in der vorliegenden Studie fraglich, ob sich unter den ED1-markierten 
phagozytären Zellen Mikroglia befindet, und ob sich deren Proliferation förderlich oder schädlich 
auf das Traumaareal auswirkt. Für eine endgültige Aussage bzgl. der Dosis-Wirkungs-Beziehung 
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von PEDF sollte daher der Stichprobenumfang ausgeweitet, und ergänzend einer der o.g. 
spezifischen Mikroglia-Marker zur Detektion aktivierter Mikroglia einschließlich ihrer zellulären 
Subfraktionen eingesetzt werden. Feststeht, dass dem Faktor PEDF eine bedeutende Rolle in der 
Regulation der glialen Funktion und Proliferation im ZNS zukommt368,404. Basierend auf den 
Daten unserer Studie scheint PEDF nach experimentellem Hirntrauma die mikrogliale 
Proliferation im Läsionszentrum zu stimulieren. 
 
V.4.3 REAKTION DER DCX-POSITIVEN PROGENITORZELLEN AUF DIE PEDF-APPLIKATION 
Zwar ist die BrdU-Methode ein etabliertes immunhistochemisches Verfahren zum Nachweis der 
Neubildung neuronaler Zellen115, jedoch gibt der Marker allein keinen Aufschluss über den 
Differenzierungsgrad von Neuronen. Aus diesem Grund wurden die Effekte von PEDF auf die 
neurogenen Zonen zusätzlich mit dem spezifischen Neuronenmarker DCX untersucht. DCX ist 
ein Phosphoprotein, das sich an die Mikrotubuli unreifer Neurone bindet und diese durch 
Bündelung stabilisiert60. Im Gegensatz zu BrdU ist DCX ein spezifischer Marker für unreife, 
frühe neuronale Entwicklungsstufen und erweist sich daher für den relativ kurzzeitigen, 
achttägigen Versuchsaufbau dieser Arbeit als prädestiniert. Es ist belegt, dass DCX zwei Wochen 
nach Zell-Neubildung sein transientes Expressionsmaximum erreicht, hingegen nach vier 
Wochen im migrierenden, post-mitotischen reifen Neuron nicht mehr detektierbar ist60,223,352. Die 
DCX-Expression korreliert mit dem Auftreten von unreifen Neuronen100, die sich in einem 
Migrationsstadium befinden86,150, und ist somit ein spezifischer Marker für Neurogenese. Über 
diese Eigenschaft hinaus ist das Protein auch in migrierenden Neuroblasten der adulten SVZ, den 
sog. Typ A Zellen, detektierbar. 
 
In der vorliegenden Studie ließ die spezifische Detektion neuronaler Vorstufen in den 
Germinalzentren keine signifikanten PEDF-Effekte erkennen. Interessant ist, dass unter 
Anfärbung mit BrdU eine um mehrere Zehnerpotenzen höhere DNA-Syntheserate in der SVZ 
beobachtet wurde, als DCX-positive neuronale Vorläuferzellen gezählt wurden. Da sich die 
BrdU-positiven Zellen in der SVZ mit DCX nicht darstellen lassen, erscheint DCX folglich 
ungeeignet, die vielfach publizierten neurotrophen und neuroprotektiven Effekte (s.u.) von 
PEDF zu visualisieren. In der Wissenschaft ist weder am Traumamodell noch in sano eine 
Wirkung von PEDF auf das Phosphoprotein DCX bzw. DCX-positive unreife neuronale 
Vorläuferzellen beschrieben. Allerdings hat die Forschergruppe um Ramírez-Castillejo (2006)348 
in der intakten SVZ von Mäusen in vivo einen PEDF-induzierten Anstieg PSA-NCAM-positiver 
Neuroblasten festgestellt. Man folgerte daraus, dass die erhöhte Proliferationsrate von 
Neuroblasten (A-Zellen) und Progenitoren (C-Zellen) entweder auf den direkten Einfluss von 
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PEDF auf diese Populationen zurückzuführen sein könnte oder aber auf die zuvor 
nachgewiesene, PEDF-abhängige Aktivierung des B-Zell-Pools, aus dem sie abstammen. Weitere 
Proliferationsstudien an A- und C-Zellen belegten, dass sich der direkte Einfluss von PEDF auf 
die B-Zellreihe beschränkt. Die Erklärung für diesen spezifischen Selbsterneuerungs-Effekt von 
PEDF fand Ramírez-Castillejo auf molekularer Ebene. Per definitionem gründen die einzigartigen 
Fähigkeiten von Stammzellen auf deren Multipotenz. In der Tat konnte in Stammzellkulturen 
gezeigt werden, dass PEDF durch die Regulation von differenzierungsbestimmenden Genen die 
neuronalen Vorläuferzellen in einem Zustand der Undifferenziertheit erhält: PEDF induziert 
zum einen über Notch-Rezeptoren die vermehrte Expression der Transkriptionsunterdrücker 
Hes1 und Hes5, zum anderen bewirkt er die Hochregulation von HMG-box 
Transkriptionsfaktoren aus der SoxB-Genfamilie. Beide Signalwege führen zu einer verminderten 
Ausbildung proneuronaler basic helix-loop-helix (bHLH)-Proteine52,65,132,167,189,312,326, wodurch 
konsekutiv die Differenzierung von Stammzellen inhibiert wird. Zwar wurde von diesen 
Forschern keine Färbereihe mit DCX durchgeführt, eine in Kultur vorgenommene Färbung mit 
dem neuronalen Marker TUJ1 jedoch ergab unter PEDF-Exposition einen signifikanten Anstieg 
β-Tubulin (TUJ1)-positiver Neuronen während der Proliferationsphase. Diese Ergebnisse deuten 
darauf hin, dass der „Undifferenzierungs-Effekt“ von PEDF die Zellen nicht von der 
Ausdifferenzierung abhält, sondern vielmehr das neurogene Potential der Zellkultur steigert348. 
Ferner bekannt ist der differenzierungsfördernde Effekt von PEDF auf humane Y-79 
Retinoblastomzellen424,425. Um das neurotrophe Potential des Proteins auch an Neuronen nicht-
retinaler Herkunft zu bestimmen, wurde PEDF Kulturen zerebellärer Granulazellen zugesetzt, 
wo es zwar deren Überleben nach Exposition gegenüber neurotoxischen Stimuli 
förderte28,414,415,454,455, jedoch keine Auswirkungen auf die BrdU-Inkorporation (Zellproliferation) 
oder auf den Neurofilament-Gehalt (Neuritenaussprossung) zeigte414. Ferner stimuliert PEDF 
zerebelläre Granulaneuronen zur gesteigerten Expression von weiteren neurotrophen Faktoren 
(z.B. NGF, NT-3 und Glial Cell-derived Neurotrophic Factor (GDNF)) und Zytokinen. Deren 
Produktion steht jedoch nicht in Zusammenhang mit dem neuroprotektiven Effekt von PEDF 
auf die zerebellären Granulazellen453. 
Nachfolgende in vitro-Untersuchungen am Rückenmark von Küken belegten für PEDF (0,1 nM) 
sowohl einen Einfluss auf das Zellüberleben als auch auf die Länge der Neuriten195. Auch für 
kultivierte Neuronen aus dem HC96, Rückenmark (Motoneuronen)55,195 und der Retina68 wurden 
neurotrophe und neuroprotektive Eigenschaften von PEDF konstatiert. PEDF-
Spiegelbestimmungen bei M. Alzheimer (im Liquor)456 und am mit KA geschädigten Ratten-
Cerebellum (PEDF-Sezernierung von GFAP-positiven reaktiven Astrozyten)367 ergaben eine 
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Überexpression von PEDF, welche als Teil eines Kompensationsmechanismus gegen neuronale 
Degeneration zu werten ist. 
 
Damit ist wiederholt in vitro und vereinzelt auch in vivo der Beleg erbracht, dass PEDF 
neuroprotektiv wirkt. Nach unseren Ergebnissen zeigt PEDF nach SHT keinen signifikanten 
Effekt auf neuronale Progenitoren. Ob das Protein auch das traumatisierte Gehirn vor den 
Schädigungen durch Primär- und Sekundärinsulte wie z.B. der Exposition gegenüber oxidativem 
Stress oder Glutamat zu schützen vermag, bleibt mit anderen neuronalen Markern wie z.B. TUJ1 
zu klären. 
 
 
V.5 SCHLUSSFOLGERUNG 
Die Effekte von PEDF auf das traumatisierte Rattengehirn entbehren im Gegensatz zu dem 
erfolgversprechenden Einsatz des Proteins in vitro noch fundierter wissenschaftlicher 
Erkenntnisse. Daraus erklärt sich der explorative Charakter dieser Arbeit, die mit ersten 
Resultaten am lebenden Organismus ein Anstoß für die weitere Erforschung der 
vielversprechenden therapeutischen Optionen von PEDF sein soll. Aufgrund dieser 
Überlegungen wurde von vorneherein eine überschaubare Anzahl an Versuchstieren als 
Untersuchungsgut gewählt (s. Tab. 10 in Kap. IV.1). Folgestudien sind nötig, um die 
vorliegenden Untersuchungsergebnisse anhand von repräsentativen Fallzahlen zu veri- bzw. 
falsifizieren. 
Abschließend lassen sich die Ergebnisse der Studie wie folgt zusammenfassen: der statistisch 
signifikante Nachweis für PEDF-induzierte Effekte auf die Ausdehnung des Kontusionsareals 
und seine Zellproliferation sowie auf die Zellproliferation in den neurogenen Zonen bleibt für die 
Surrogatparameter BrdU und ED1 bzw. BrdU und DCX zu führen. Angesichts der hohen 
biologischen Varianz der Daten ist keine statistische Trennschärfe gegeben. Betrachtet man die 
überschaubare Datenmenge im Kontext bisher bekannter Auswirkungen von PEDF, sind 
dennoch gewisse Tendenzen zu beobachten: 
 die Ausdehnung des Läsionsareals imponiert in allen Behandlungsgruppen annähernd 
identisch. Es fanden sich keinerlei Anzeichen für eine toxische Schädigung der PEDF-
behandelten Tiere, was für eine gute Verträglichkeit der Methodik per se und somit für die 
potentielle Option einer klinischen Anwendbarkeit spricht. 
V. Diskussion 
118 
 PEDF scheint die posttraumatische mikrogliale Entzündungsreaktion zu modulieren, indem 
er proliferationsfördernd auf die ED1-positiven Zellen im Zentrum des Kontusionsareals 
wirkt. 
 Im Bereich der Kontusion ist für alle Versuchsgruppen eine gesteigerte Proliferationsrate 
BrdU-positiver Zellen zu konstatieren, ohne dass diese PEDF-vermittelt nachweislich 
verstärkt stimuliert werden konnte. 
 Auch im HC induziert PEDF weder die Zellproliferation noch die Genese früher neuronaler 
Vorläuferzellen. Wie diskutiert steht hier die Frage im Raum, ob PEDF durch die 
intraventrikuläre Applikation nicht nur die an die inneren Liquorräume unmittelbar 
angrenzende SVZ, sondern auch die weiter entfernten Bestimmungsorte, nämlich die SGZ 
des hippocampalen DG und das Kontusionsareal, erreicht hat. Nicht auszuschließen ist auch, 
dass die Konz. und/oder Aktivität von PEDF durch die Interaktion mit bisher unbekannten 
Komponenten der speziellen Mikroumgebung moduliert wird/werden348. 
 In der SVZ scheinen sich die Erkenntnisse von Ramírez-Castillejo et al.348 zu bestätigen, nach 
denen PEDF abhängig von seiner Konz. die Selbsterneuerung von Stammzellen induziert. 
Ausgehend von der Annahme einer proliferationsfördernden Wirkung von PEDF auf den 
Typ-B-Stammzell-Pool, könnte PEDF eine zentrale Rolle als Induktor der Neurogenese nach 
SHT zukommen. In diesem Fall gewinnt PEDF über seinen bisher in der Literatur mehrfach 
postulierten, potentiellen Stellenwert in der Behandlung von neurologischen, 
neurodegenerativen und carcinomatösen Erkrankungen hinaus an Bedeutung. 
Möglicherweise eröffnet die PEDF-induzierte Förderung der endogenen Stammzell-Aktivität 
für die Zukunft Optionen, das Outcome nach Schädel-Hirn-Verletzungen entscheidend zu 
verbessern. 
Um die in der Hypothese formulierte neuroregenerative und neuroprotektive Wirkung von 
PEDF nach experimentellem SHT zu verifizieren, ist in Folgestudien eine Untersuchung des 
funktionellen Outcomes anzustreben. Beispielsweise wäre eine Ausdehnung der Projektphase auf 
vier oder acht Wochen ein geeigneter Verlaufsparameter, um durch ergänzende posttraumatische 
Verhaltenstestungen wie z.B. water maze, open field oder beam balance die neurofunktionelle 
Entwicklung der Versuchstiere zu beobachten. Interessant wäre, ob sich in langfristig angelegten 
Follow up-Untersuchungen eine morphometrische Besserung zeigt. Dann können auch definitive 
Aussagen über eine PEDF-vermittelte funktionelle Neuroregeneration getroffen werden. 
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VI. ABSCHLUSSBETRACHTUNG: BEDEUTUNG DER 
PEDF- UND TRAUMA-FORSCHUNG FÜR DIE 
NEUROWISSENSCHAFTEN 
Aus der Erkenntnis, dass im adulten Gehirn bis ins hohe Lebensalter kontinuierlich neue 
Nervenzellen generiert werden, erwächst die Hoffnung, durch eine Steigerung der spontanen 
Neurogenese künftig therapeutisch in den Progress neurodegenerativer Erkrankungen eingreifen 
zu können und komplexen zentralnervösen Schädigungen wie dem SHT therapeutisch begegnen 
zu können. Über den Einfluss, das Zusammenspiel und die Funktionalität endogener 
Reparaturmechanismen bei Schädelhirnverletzungen ist noch wenig bekannt. Umso 
bedeutungsvoller erscheint der Aspekt des Gewebeersatzes durch exogene Progenitoren. Damit 
gewinnt die Erforschung PEDF-vermittelter Effekte nach experimenteller Hirnrindenkontusion 
über seinen ideell wissenschaftlichen Wert hinaus an klinischer Relevanz. Aufbauend auf den 
Erkenntnissen über die PEDF-induzierte Stammzellerneuerung in der SVZ348 sind die Ergebnisse 
der vorliegenden Arbeit vielversprechend, dass der Wachstumsfaktor PEDF auch am 
traumatisierten Rattengehirn als Milieu-begünstigendes Therapeutikum wirken könnte. Inwieweit 
die in der SVZ beobachtete Wirkung von PEDF einen Ansatz für künftige Therapieoptionen des 
SHT darstellt, ist noch nicht abzusehen. Zuvor bleibt zu klären, über welche/n Rezeptor/en und 
welche Signalwege PEDF seine Effekte am Gehirn vermittelt, welchen molekularen 
Kontrollmechanismen die PEDF-Expression unterliegt und welcher Stimuli es zu seiner 
Freisetzung unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen bedarf. Auch die 
Frage nach der optimalen PEDF-Applikation bleibt noch offen. 
Wenngleich sich die gegenwärtige Datenlage über den therapeutischen Einsatz von PEDF auf 
Erkenntnisse aus Kulturversuchen oder an Tiermodellen beschränkt, sprechen die 
Studienergebnisse potentiell für einen Benefit der PEDF-Supplementierung an Patienten mit 
verschiedenen neurologischen Erkrankungen. Bis zum gegenwärtigen Forschungsstand wurde 
PEDF in unterschiedlichen Formen appliziert, wobei in keiner Studie jegliche Zeichen von 
PEDF-assoziierter Toxizität oder Inflammation nachweisbar waren422. Auch die Ergebnisse 
unserer Studie belegen keinerlei Toxizität für die Applikation von PEDF am traumatisierten 
Rattengehirn. Auf der Basis seiner Wirkungskraft, sowie mehrerer effektiver 
Applikationsmethoden und fehlender Toxizität hat PEDF das Potential in naher Zukunft ein 
wertvolles Medikament zur Behandlung verschiedenster chronischer und akuter zerebraler 
Erkrankungen zu werden. 
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VERZEICHNIS DER VERWENDETEN ABKÜRZUNGEN 
 
ABC Avidin-Biotin-Komplex 
Abb. Abbildung 
(a)CSF (artifizieller) zerebrospinaler Liquor 
Ag Antigen 
AIS Abreviated Injury Scale 
Ak Antikörper 
AMD Altersabhängige Makuladegeneration 
AngII Angiotensin II 
AS Aminosäure/-n 
ATP Adenosintriphosphat 
BBB Bluthirnschranke 
BDNF Brain-derived Neurotrophic Factor 
bFGF basic Fibroblast Growth Factor 
bHLH-Proteine basic helix-loop-helix-Proteine 
BrdU 5’-Bromo-2’-desoxyuridin 
BSA Rinderserumalbumin 
CB Cerebellum 
CBF zerebraler Blutfluss 
CBV zerebrales Blutvolumen 
CC Corpus callosum 
CCII Controlled cortical impact injury 
CD68 Cluster of Differentiation 68 
CK2 Kaseinkinase 2 
CNTF Ciliary Neurotrophic Factor 
CPP zerebraler Perfusionsdruck 
CPS Kryoprotektionslösung 
CREB protein cAMP response element binding Protein 
CV Kresylviolett 
CVR zerebrovaskulärer Widerstand 
DAB 3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid 
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DAI diffuser axonaler Schaden 
DCX Doublecortin 
(d)dH2O Aqua (bi-)destillata 
DG Gyrus dentatus 
DGNC Deutsche Gesellschaft für Neurochirurgie 
dk (α gt-bt/α ms-bt) Esel (anti Ziege-biotinyliert/anti Maus-biotinyliert) 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
ED1 Ectodysplasin A 
EGF Epidermal Growth Factor 
ESF endometriale Stromafibroblasten 
FGF-2 Fibroblast Growth Factor 2 
GCS Glasgow-Komaskala 
GDNF Glial Cell-derived Neurotrophic Factor 
GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein 
GM-CSF Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor 
gt (α DCX) Ziege (anti DCX) 
G0-Phase Ruhephase im Zellzyklus 
HCl Chlorwasserstoff 
H2O2 Wasserstoffperoxid 
HRP Meerettichperoxidase 
IBRAB indirect bridged avidin-biotin technique 
ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule 1 
ICB intrakranielle Blutung 
iCON intakte Kontrolle 
ICP intrakranieller Druck 
IGF-1 Insuline-like Growth Factor 1 
IgG Immunglobulin G 
i.p. intraperitoneal 
IQR Interquartilsabstand (bei Box-Whisker-Plots) 
ISS Injury Severity Score 
KA Kainsäure 
KG Körpergewicht 
Konz. Konzentration 
LCA Leukocyte Common Antigen 
LFA-1 Leukocyte Function Antigen 1 
VIII. Anlagen 
145 
Lsg. Lösung 
LV lateraler Ventrikel 
Lx Läsion 
M Mittelwert 
M. Morbus 
MAP mittlerer arterieller Druck 
MAPK Mitogen-aktivierte Protein-Kinase 
MDM Monocyte-derived Macrophage 
MHC Major Histocompatibility Complex 
MIP Macrophage Inflammatory Protein 
mmHg Millimeter Quecksilbersäule 
MPS mononukleäres Phagozytensystem 
(m)RNA (messenger) Ribonukleinsäure 
ms (α BrdU/ED1) Maus (anti BrdU/ED1) 
n Stichprobenzahl 
Na+/K+-ATPase Natrium-Kalium-Adenosintriphosphatase 
NaCl Natriumchlorid 
NGF Nerve Growth Factor 
NPCs Neuronale Progenitorzellen 
NT-3 Neurotrophin 3 
O2 Sauerstoff 
OB Bulbus olfactorius 
p(a)CO2 (arterieller) Kohlendioxid-Partialdruck 
PB Phosphatpuffer 
PFA Paraformaldehyd 
PKA Proteinkinase A 
PPARgamma Peroxisome Proliferator-activated Receptor gamma 
PSA-NCAM Polysialylated Neural Cell Adhesion Molecule 
PtO2 tissue partial pressure of oxygen 
RCL Reactive Centre Loop 
RMS Rostraler Migratorischer Strom/Rostraler Migrationstrakt 
RPE retinales Pigmentepithel 
(r)PEDF (5/10) (rekombinanter) Pigment Epithelium Derived Factor (5 µg/ml/10 µg/ml) 
RPT Rounded Phagozytic Type 
RRT Resting Ramified Type 
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RTS Revised Trauma Score 
SAB Subarachnoidalblutung 
SaO2 arterielle Sauerstoffsättigung 
SBP systemischer Blutdruck 
s.c. subkutan 
SDB Subduralblutung 
SERPINE Serin-Protease-Inhibitoren 
SGZ Subgranulärzone 
SHT Schädelhirntrauma 
S-Phase DNA-Synthese-Phase im Zellzyklus 
STD Standardabweichung 
SVZ Subventrikulärzone 
Tab. Tabelle 
TBS Tris Buffered Saline 
TCDB Traumatic Coma Data Bank 
TGF-α Transforming Growth Factor alpha 
TNF Tumor-Nekrose-Faktor 
TRISS Trauma Injury Severity Score 
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 
ZNS Zentrales Nervensystem 
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